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1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
Esta tesis doctoral se realizó en el departamento de Bioquímica i Biotecnología, 
Facultad de Enología  de la Universitat Rovira i Virgili (Tarragona, España).   
Este trabajo se ha realizado al amparo de los proyectos de investigación “Desarrollo de 
metodología para la cuantificación, identificación y evaluación de bacterias acéticas en 
la elaboración de vinagres” (AGL2004-07494-C02-02)  de la Comisión Interministerial 
de Ciencia y Tecnología, España; “Aislamiento y mantenimiento de una colección de 
cepas de bacterias acéticas en la producción de vinagre de vino por el método 
tradicional” (RM2004-00009) del INIA; y del proyecto Europeo WINEGAR “Wood 
solutions to excessive acetification length in traditional vinegar production” (COOP-
CT-2005/017269); en los que se planteaba entre otros objetivos, la aplicación de 
técnicas de Biología Molecular para mejorar el  control microbiológico en la 
elaboración de vinagres.  
Una de las herramientas necesarias para mejorar el control microbiológico en la 
producción de vinagre es la creación de cultivos iniciadores. En la actualidad en esta 
industria mayoritariamente se utiliza como iniciador el mismo vinagre, sin tener el total 
conocimiento y control de la microbiota presente. Por otro lado también se llegan a 
utilizar cepas aisladas de vinagre, estas cepas tienen un rendimiento muy bajo cuando se 
lleva a cabo la readaptación después del almacenamiento, y muchas de ellas pierden la 
capacidad de oxidar el etanol. Por lo tanto es necesario el desarrollo de sistemas de 
control que nos permitan asegurar el desarrollo de inóculos viables para su uso en la 
producción de vinagre. 
La hipótesis de trabajo es; la expresión génica de uno de los enzimas clave, la ADH-
PQQ (alcohol deshidrogenasa dependiente de la pirroloquinolquinona), puede ser un 
indicador de la capacidad acetificadora en las bacterias acéticas  y por lo tanto ser 
utilizado para la posible selección de cultivos iniciadores capaces de iniciar y llevar a 
cabo una acetificación totalmente controlada. Para analizar dicha hipótesis hemos 
desarrollado los siguientes objetivos: 
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1. Conocer la microbiota mayoritaria presente durante la producción de 
vinagres, ya que en la actualidad hay muy pocos estudios ecológicos en 
este proceso. Dichos análisis nos permiten seleccionar las especies que 
serán objetivo de nuestro trabajo. 
 
2. Establecer un sistema que nos permita llevar el seguimiento de la 
expresión génica de la ADH-PQQ en la acetificación. En la actualidad 
existen técnicas moleculares capaces de medir rápidamente la expresión 
génica como la RTQ-PCR, pero dicha técnica no se había utilizado 
anteriormente en el estudio de la expresión génica del RNA en bacterias 
acéticas.  
 
3. Estudiar la expresión génica de la ADH-PQQ en especies que se 
relacionan con la producción de vinagre en dos medios donde la fuente 
de carbono es diferentes, en un medio es la glucosa y en el otro medio es 
el etanol. Relacionar la expresión con la capacidad oxidativa de las 
bacterias acéticas y utilizar esta técnica de RTQ-PCR como un indicador 












UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL COMO INDICADOR DE LA RECUPERACIÓN 
DE CEPAS PARA LA ELABORACIÓN DE VINAGRES 
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2. MARCO TEORICO 
2.1  Generalidades del  vinagre 
2.1.1 Definición 
La palabra vinagre viene del latín “vinum acre” o vino agrio.  El Codex 
Alimentarius (FAO) lo define como: “líquido apto para el consumo humano, producido 
exclusivamente por productos idóneos que contengan almidón o azúcares por el 




El vinagre es tan antiguo como el vino. Se tienen vestigios de su existencia que 
datan de más de 5,000 años en Oriente, donde se utilizaba por sus propiedades 
digestivas así como para la conservación de los alimentos. En el año 400 a.c. 
Hipócrates, padre de la medicina lo utilizó como medicamento. Los romanos y los 
griegos lo utilizaban como bebida refrescante acompañada de agua, así como para 
sazonar sus platos (Llaguno y Polo 1991). También se menciona su existencia en 
diversos pasajes de la biblia. 
Antiguamente el vinagre se obtenía como una alteración espontánea del vino. En el 
transcurso del tiempo la producción del vinagre se volvió más importante por su 
utilización en la conservación de los alimentos y se intentó controlar el proceso para 
mejorar el rendimiento. En el año de 1822 J.W. Döbereiner describió la ecuación 
química de la fermentación acética. Posteriormente en el año de 1864, Pasteur  escribió 
una memoria muy amplia, donde establece que la flor del vinagre, también conocida 
como madre o velo, está constituida por  una masa de microorganismos vivos, causantes 
de la fermentación acética en presencia del oxígeno que hay en el aire. A esta masa de 
microorganismos le dio el nombre de Micoderma, y determinó que sin ella no es posible 
llevar a cabo la acetificación (Lefebvre 1999). Este suceso de conocimientos se 
aprovechó para aumentar la producción del vinagre, pero sobre todo para la 
implementación de nuevos métodos de producción.  
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2.1.3 Métodos de producción 
Los métodos que persisten hasta hoy para la producción de vinagre son básicamente 
dos: el primero es el método de cultivo superficial también conocido como método 
Orleans, y el segundo es el método de cultivo sumergido.  
Método de cultivo superficial: es uno de los métodos más antiguos para la producción 
de vinagre. Es un proceso lento que dura alrededor de dos meses, donde la solución 
alcohólica se encuentra dentro de barricas de madera (figura 1) ocupando 2/3 partes del 
volumen total de la barrica. En la superficie de la solución alcohólica y en contacto 
directo con el aire se encuentra una mezcla de BA la cual llevan acabo la producción de 
vinagre. En este sistema se obtienen vinagres de calidad con características sensoriales 
muy apreciadas por el consumidor, aunque suponen producciones de poco volumen.  
 
Figura 1. Producción de vinagres por método Orleans. 
 
Método de cultivo sumergido: Este método tiene mayor rendimiento y más producción 
en menor tiempo que el método tradicional. En este sistema las BA se encuentran 
sumergidas en el medio alcohólico en el cual se introduce aire constantemente 
permitiendo que la acetificación se lleve a cabo en todo el volumen del fermentador. 
Cuenta con dispositivos para el control de temperatura, aireación forzada, y renovación 
semicontinua de la carga del vino. Dentro de este método cabe mencionar los 
fermentadores  FRINGS (Henrich Frings, Bonn) que actualmente se les considera como 
los mejores acetificadores a nivel industrial. Sin embargo, las características sensoriales 
de los vinagres producidos por este método están muy por debajo del vinagre obtenido 
por el método Orleans (Hutkins 2006).  
En estos dos métodos de producción el control microbiológico es escaso, esto es debido 
a que se suele utiliza como cultivo iniciador o bien un vinagre producido recientemente 
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o una ‘madre de vinagre’. En ambos cultivos iniciadores se desconoce la microbiota 
total que los conforman. Como consecuencia sobre todo en el método de producción 
superficial no se tiene controlado totalmente el proceso de acetificación para la 
obtención de un vinagre de buena calidad organoléptica.  
 
2.2 Importancia de las inoculaciones 
     2.2.1 Generalidades 
Los cultivos iniciadores en la industria alimentaria son microorganismos 
seleccionados para la transformación de los alimentos, la imposición de estos cultivos 
iniciadores sobre la microflora autóctona transforma la materia prima (alimento) en el 
producto deseado de forma controlada. Estas transformaciones en el alimento implican 
una nueva funcionalidad como, aumentar la conservación, reducir riesgos de 
contaminación en el alimento, aumentar el valor nutricional, la calidad sensorial, entre 
otros (Hutkins 2006). 
En algunas industrias alimentarias, que suelen ser de manufactura tradicional, se lleva a 
cabo fermentaciones espontáneas con la microflora autóctona. Tal es el caso de algunos 
vinos que son fermentados espontáneamente para conseguir más tipicidad que aquellos 
que han sido producidos con inoculación de levaduras comerciales. Estas medidas 
pueden ser aceptables a pequeña escala, dado que hay flexibilidad en términos de 
tiempo y calidad. Por el contrario en la industria de alimentos fermentados de mediana o 
gran escala, se demanda un producto consistente en calidad, tiempo de producción y 
sanidad del alimento. La adición de microorganismos como iniciadores de las 
fermentaciones, asegura  un tiempo de producción menor y una consistente y predecible 
calidad del producto. Como cultivo iniciador se puede utilizar un microorganismo o la 
mezcla de varios, pero siempre con el conocimiento del papel que desempeña cada uno 
de ellos en la transformación del alimento. El uso de cultivos iniciadores mixtos en el 
que se desconocen la microbiota presente tiene como consecuencia el control mínimo o 
control nulo sobre el proceso fermentativo, la velocidad de fermentación es muy 
variable, y no se asegura la sanidad del alimento  (Hutkins 2006). En el mundo de la 
biotecnología alimentaria las inoculaciones son una práctica muy habitual ya que 
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gracias a su uso, se puede conocer los requerimientos y procesos necesarios a fin de 
garantizar la calidad del producto que será ofrecido al consumidor.   
 
2.2.2 Cultivos iniciadores en vinagres 
Actualmente para la producción de vinager no se con cultivos iniciadores en los 
que se conozca la microbiota que los conforman, ya que los cultivos que se utilizan son 
las llamadas madres de vinagre. Las madres de vinagre son una mezcla no definida de 
microorganismos que proviene de acetificaciones  la acetificación es deja una tercera 
parte del vinagre en el reactor. El uso de estas prácticas origina una serie de problemas 
durante el proceso de acetificación que pueden traducirse en iniciación de acetificación 
tardía, paradas de acetificación, o contaminaciones del medio.  
El principal problema para la producción de cultivos iniciadores ha sido 
probablemente la dificultad que presenta el aislamiento,  cultivo y conservación de la 
capacidad acetificadora en las cepas de vinagre (Sokollek y col. 1998).  En la actualidad 
no se cuenta con un medio o medios de cultivo en los que se pueda aislar todas las BA 
presentes en los vinagres. Esta limitación la observamos cuando el número de las 
unidades formadoras de colonias  (UFC) aislados de vinagre en medio sólido es de 2 a 3 
órdenes de magnitud menor respecto a las células que se cuantifican al microscopio. 
Recordemos que los vinagres tienen una acidez muy alta y un pH bajo, estas son 
características complicadas de reproducir en medios de cultivo sólidos, otro factor 
podría ser que las bacterias que se encuentran en el vinagre, vistas al microscopio se 
presentan como agrupaciones de 2 o más bacterias, de tal manera que cuando crecen en  
medios de cultivo sólido las colonias están formadas por más de una célula inicial. Por 
último Millet y Lonvaud-Funel, (2000) ha descrito a que algunas de las BA pueden estar 
en un estatus de VBNC (Viable pero no cultivables) lo cual explicaría el desfase entre 
los contajes al microscopio y los contajes en medio sólido, así como también la 
dificultad que se presenta en el asilamiento tan pobre de las BA provenientes de 
vinagre. Aunque este problema aún no está resuelto, se trabaja con cepas o cultivos 
mixtos que se han podido aislar de vinagre y que mantienen su actividad oxidativa 
después de su almacenamiento en refrigeración. La implantación de cultivos iniciadores 
se puede traducir en un buen comienzo para la acetificación, un buen proceso y alto 
rendimiento en la producción de vinagres. 
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2.3 Bacterias acéticas 
2.3.1 Generalidades 
Las bacterias acéticas (BA) pertenecen a la familia Acetobacteraceae de las α-
proteobacteria, son gram-negativas, catalasa positiva, con forma de bacilos. También se 
les puede encontrar en forma de cocos, formando agrupaciones (figura 2), gram-
variable, y catalasa negativa. Colonizan medios que contienen alcohol, en flores y frutos 
que contienen altas concentraciones de azúcares, así como en el intestino de algunos 
insectos. Son conocidas por su capacidad de oxidar diferentes substratos con contenido 
alcohólico, azúcares y lactato, la mayoría de estos sustratos no se oxidan 
completamente, liberando al medio algunos metabolitos que se acumulan en el medio 
como el ácido acético. Soportan  medios muy ácidos, algunas especies son capaces de 
producir cantidades considerables de polisacáridos extracelulares. La presencia de estas 
bacterias no siempre es apreciada, ya que algunas especies son las causantes del picado 
de vino, zumos de frutas, cerveza.  
 
Figura 2. Agrupación microscópica de algunas BA. 
 
2.3.2 Taxonomía y métodos de identificación 
En 1898 Beijerinck describió el género Acetobacter  y Asai y Shoda en 1958 
propusieron agrupar las BA en dos géneros: Acetobacter y Gluconobacter, basándose 
básicamente en criterios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. Esta clasificación 
tuvo y sigue teniendo  muchos cambios debido a la utilización de nuevas técnicas 
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basadas en el estudio del ADN que nos permiten diferenciar especies y cepas. En 1950 
Frateur basándose únicamente en criterios fisiológicos dividió el género Acetobacter en 
4 especies (peroxydans, oxydans, suboxydans y mesoxydans). Posteriormente se llegó a 
clasificarlas por el sistema de ubiquinona presente en el microorganismo (Yamada y 
Kondo 1984). Los parámetros más recientes se basan en propiedades 
quimiotaxonómicas y genotípicas, las cuales han determinado la clasificación actual en 
donde podemos encontrar que las BA están divididas en diez géneros que podemos ver 
en la tabla 1 (Yamada y Yukphan 2008; Cleenwerck y De Vos 2008). 
Las BA de la industria del vinagre se encuentran en solamente tres de los diez géneros 
de la familia. Los géneros que se han identificado por su gran capacidad para oxidar el 
etanol y su gran resistencia a altas concentraciones de ácido acético, son los géneros 
Gluconacetobacter, Gluconobacter y Acetobacter. De estos géneros las especies que 
han sido descritas en procesos de acetificación son Ga. xylinus, Ga. hansenii, (Gosselé y 
col. 1983; Yamada y col. 1997), Ga. europaeus (Sievers y col. 1992; Yamada y col. 
1997), A. polyoxogenes (Sievers y col. 1992), Ga. oboediens (Sokollek y col. 1998; 
Yamada 2000) Ga. intermedius (Boesch y col. 1998; Yamada 2000),  Ga. entanii 
(Schüller y col. 2000), A. aceti  y A. pasteurianus (Drysdale y Fleet, 1988).  Los 
métodos moleculares utilizados para la identificación y agrupación han sido varios. En 
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Tabla 1. Clasificación de la familia Acetobacteracea (Yamada y Yukphan (2008); 




Acetobacter Gluconacetobacter Gluconobacter Asaia 
A. aceti* Ga. sacchari G. oxydans* As. bogorensis 
A. orleaniensis Ga. diazotrophicus G. albidus As. siamensis 
A. estuniensis Ga. azotocaptans G. cerinum As. krungthepensis 
A. indonesiensis Ga. johannae G. bethesdensis  
A. nitrogenifigens Ga. liquefaciens G. frateurii  
A. tropicalis Ga. saccharivorans G. thailandicus  
A. cibinongenesis Ga.nataicola Acidomonas Kozakia 
A. orientalis Ga. europaeus* Ac. methanolica K. baliensis 
A. cerevisiae Ga. swingsii Swaminathania Saccharibacter 
A. malorum Ga. intermedius* S. salitolerans Sa. floricola 
A. oeni Ga. oboediens* Neosaia Granulibacter 
A. syzygii Ga. rhaeticus N. chiangmaiensis Gb. Bethesdensis 
A. pasteurianus* Ga. entanii*   
A. peroxydans Ga. xylinus*   
A. pomorum Ga. hansenii*   
A. lovaniensis    
A. senegalensis    
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Tabla 2. Técnicas de biología molecular utilizadas para la identificación o agrupación 
de las BA a través de su historia. 
Técnica Autores 
Hibridación DNA/DNA Yamada y col. 1984; Sievers y col. 
1992; Etani y col. 1985. 
Hibridación de DNA-RNA Gillis y De Ley, 1980. 
Secuenciación del gen del 5S y 16S rDNA Bulygina y col. 1992. 
Uso de los plásmidos presentes en la bacteria Mariette y col. 1991; Sievers y Teuber 
1995. 
Amplificación del segmento del gen del 16S 
seguida de la digestión con enzimas de 
restricción 
Ruiz y col. 2000;  Poblet y col. 2000 
ITS Sievers y col. 1996; Trcek y Teuber 
2002 
RAPD-PCR Trceck y col. 1997. 
Métodos basados en PCR para alguna 
especie específica 
Sokollek y col. 1998. 
Random amplified polymorphic DNA-PCR 
(RAPD-PCR) 
Nanda y col. 2001. 
Enterobacterial Repetitive Intergenic 
Consensus-PCR (ERIC-PCR) 
Nanda y col. 2001; Gonzalez y col. 
2004; 2005. 
Microsatélites (GTG)5 De Vuyst y col. 2008 
RT-PCR Gonzales y col. 2006, Andorrá y col. 
2008 
DGGE López y col. 2003; De vero y col. 2006;  
TTGE Ilabaca y col. 2008 
(Propuesta) De acuerdo a la secuencia de las 
adhA, se pueden crear cebadores para la 
identificación de especies de BA 
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 2.4  Metabolismo de las bacterias acéticas 
 2.4.1 Generalidades 
La principal característica de las BA es la capacidad de oxidar una gran variedad 
de sustratos.  La aplicación más conocida es la oxidación de etanol a ácido acético. Esta 
reacción es equimolar (ignorando las pérdidas por evaporación) y sólo una cantidad 
muy pequeña de etanol es utilizada para formar parte de la biomasa. Son capaces de 
crecer en diferentes sustratos azucarados, realizando una oxidación incompleta 
acumulando sus respectivos ácidos orgánicos. Tienen un metabolismo estrictamente 
aeróbico. Las BA son microorganismos muy peculiares ya que son capaces de soportan 
concentraciones altas de etanol y ácido acético además de que pueden crecer a pH muy 
bajos.  
 
  2.4.2 Carbohidratos 
Las BA pueden utilizar diferentes carbohidratos como fuente de carbono. El 
género Gluconobacter es el género que tiene mayor capacidad para metabolizar 
azúcares (De ley y col. 1984; Drysale y Fleet 1988), normalmente este género convierte 
azúcares  a ácido acético y ácido láctico vía las hexosas, cuando hay una concentración  
muy alta de glucosa y un pH bajo producen ácido glucónico.  
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Figura 3. Metabolismo de los carbohidratos. Enzima implícitas: 1,Alcohol 
deshidrogenasa, 2, aldehído deshidorgenasa; 3, acetatato quinase; 4, fosfotransacetilasa; 
5, acetil-Co.A sintasa; 6, isocitrato liasa; 7, malato sintasa. (* Saeki y col. 1997a)  
 
Otros géneros son capaces de utilizar y metabolizar los azúcares pero tienen 
poca capacidad de fosforilar los azúcares, por eso tienen un crecimiento reducido en 
medios enriquecidos con azúcares (Fluckkiger y Ettlinger 1977; Stadler-Szoke y col. 
1980). G. oxydans y A. pasteurianus pueden oxidar el glicerol a dihidroxiacetona (De 
ley y Schell 1959; Stouthamer 1959; Hauge y col. 1955; Bousfield y col. 1947. El 
género Acetobacter utiliza la glucosa vía hexosas monofosfato (De Ley y col. 1984; 
Drysdale and Fleet, 1988), al igual que las vías Embden-Meyerhof-Parnas y Entner-
Doudoroff (Attwood y col. 1991); y los metabolitos se  pueden oxidar hasta CO2 y H2O 
vía ciclo de Krebs. Los géneros Acetobacter, Gluconacetobacter y Acidomonas son las 
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únicas especie capaces de oxidar el acido acético hasta  agua y dióxido de carbono por 
el ciclo de Krebs (Kersters y col. 2006; Sievers y Swing 2005) pero esta reacción es 
inhibida por la presencia de etanol. (De ley y col. 1984; Drysdale y Fleet 1989). En la 
figura 3 podemos observar las principales rutas metabólicas exudativas en las BA. En la 
producción de vino el ciclo de Krebs no es funcional ya que se reprime por la presencia 
de la glucosa, fructosa y etanol (Saeki y col. 1997a).  
 
2.4.3 Etanol 
La oxidación del etanol a ácido acético es la transformación con más 
trascendencia en el entorno enológico realizado por las BA. La transformación se 
realiza en dos pasos, primero el etanol es oxidado a acetaldehído mediante la alcohol 
deshidrogenasa (ADH), seguido por la oxidación a ácido acético por la aldehído 
deshidrogenasa (ALDH). Los electrones que se generan en las dos reacciones pasan al 
oxígeno.  
La actividad del ADH es estable en las condiciones de etanol, pH y acidez del vino, 
contrariamente a la ALDH que se muestra sensible a concentraciones elevadas  de 
etanol, esto se observó inicialmente cuando Muraoka y col., en 1983 observaron una 
mayor acumulación de acetaldehído en vinos con más etanol.  De la misma manera 
cuando el medio se ve empobrecido de oxígeno la oxidación del acetaldehído a ácido 
acético es inhibida en mayor grado que la oxidación del etanol, debido a las diferentes 
afinidades que presentan las dos enzimas hacia el oxígeno, provocando también en este 
caso acumulación de acetaldehído tóxico en el medio (Drysale y Fleet 1989). Las BA 
pueden oxidar otros alcoholes primarios, secundarios y polialcoholes convirtiéndose en 
cetonas y azúcares.  
 
2.4.4 Ácidos orgánicos 
Algunas especies de Acetobacter  y Gluconobacter  pueden oxidar el ácido 
láctico. Este ácido es oxidado directamente a piruvato. El ácido pirúvico  es 
transformado a acetato, por la catalización de la piruvato decarboxilasa que origina 
dióxido de carbono y acetaldehído, el cual es oxidado posteriormente a acetato. Otro 
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metabolito importante derivado de la oxidación del ácido láctico es la acetoina, de gran 
importancia en enología debido al aroma que aporta a mostos y vinos. Otros ácidos 
como el málico y el cítrico son degradados por algunas cepas de Acetobacter (Joyeux y 
col. 1984). La oxidación completa de los ácidos orgánicos está directamente relacionada 
con la presencia de un ciclo de Krebs funcional. El género Gluconobacter no puede 
metabolizar los ácido orgánicos ya que el ciclo de Krebs no es funcional en este género 
por la falta de las enzimas α-cetoglutarato y la succinato deshidrogenasa, sin embargo 
pueden metabolizar el lactato y piruvato (De Ley 1958). 
 
2.4.5 Temperatura y pH 
Las BA normalmente son mesófilas, donde su temperatura óptima de 
crecimiento es de 25-30°C. También se han encontrado termotolerantes  capaces de 
crecer en un rango de 37-40°C (Saeki y col. 1997b);  incluso se han descrito algunas 
especies que pueden crecer a los 42°C (Ndoye y col. 2006).  
El pH óptimo de crecimiento oscila de 5.5-6.3,  aunque también las hay que 
pueden crecer en un rango de pH de 3-4, estas especies especialmente son de gran 
preocupación en la industria de los vinos. (Drysdale y Fleet 1985).  
 
2.4.6  Compuestos nitrogenados 
La mayoría de las BA  cuando crecen con glucosa o manitol tienen la capacidad 
de crecer en medios donde hay amonio inorgánico como fuente de nitrógeno. A partir 
de aquí tienen la capacidad de  sintetizar los aminoácidos necesarios para su desarrollo.  
Cuando la fuente de carbono es etanol, algunas cepas de Acetobacter crecen en 
presencia de amonio inorgánico. (Gossele y col. 1981). 
 
 
2.4 Alcohol Deshidrogenasa (ADH) 
2.5.1 Generalidades y Funcionamiento 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL COMO INDICADOR DE LA RECUPERACIÓN 
DE CEPAS PARA LA ELABORACIÓN DE VINAGRES 
Yunuen Quintero Silva 
ISBN:978-84-693-5419-3/DL:T-1405-2010 
La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) está ampliamente distribuida en 
diferentes tipos de organismos que va desde los microorganismos hasta los grandes 
mamíferos. Es una enzima que generalmente la encontraremos siendo dependiente de 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) y se encuentra localizada en el 
citoplasma. Hay otra que es dependiente de la pirroloquinolin quinona (PQQ) y se 
encuentra en un grupo pequeño de α, β y γ-proteobacterias. Se encuentra localizada en 
la membrana con el centro activo en el periplasma (Toyama y col. 2004). La ADH 
dependiente de NADP  oxida el etanol a ácido acético en un rendimiento muy bajo 
respecto a la ADH dependiente de PQQ. Hasta el año 1981 se creía que las enzimas que 
se encargan de la oxidación del etanol en las BA eran dependientes de NADP,  pero 
Ameyama y col. (1981) demostraron que las enzimas que se encuentran en la membrana 
citoplasmática son dependientes del grupo prostético PQQ y que probablemente la ADH 
dependiente de la PQQ (ADH-PQQ) también servía como intermediaria en  el 
transporte de electrones en la membrana.   
La oxidación del etanol está acoplada a la cadena transportadora de electrones a través 
de la ubiquinona (Ameyama y Adachi, 1982; Matsushita y col. 1994). En la figura 4 
podemos observar la disposición y reacciones de las ADH en las BA. 
 
 
Figura 4. Localización de las enzimas encargadas de la oxidación del etanol a ácido 
acético en las BA. 
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En las figuras 5 podemos observar la organización génica del complejo de la 
ADH-PQQ y en la figura 6 un modelo hipotético de la estructura de la ADH-PQQ en las 
BA. En este tipo de bacterias la ADH-PQQ está formada normalmente de  2 subunidad 
en Ga. europaeus (Thurner y col. 1997) y A. polioxogenes, de 3 subunidades en A. 
pasteurianus y G. oxydans (Kondo y Horinouchi, 1997b., Takemura y col. 1993), y de 
acuerdo a  Inoue y col. (1989) de 4 subunidades en A. aceti IFO 3284. 
 
 
Figura 5. Organización genética del complejo de la ADH-PQQ (Trcek  2005). 
 
La subunidad I es conocida también como deshidrogenasa cuya función es de 
deshidrogenasa y contiene al grupo PQQ, la subunidad II como citocromo c la cual está 
unida covalentemente a la segunda unidad, a estas subunidades se les considera como 
unidades básicas para el funcionamiento de la enzima. En cuanto a la subunidad III 
también conocida como AdhS, y subunidad IV (si existiese) que no contiene cofactores, 
de estas unidades no se sabe exactamente cuál es  el funcionamiento, pero parece que no 
desempeña un papel crucial en la actividad de la ADH-PQQ. En cuanto al grupo 
ubiquinona Yamada y col. (1969) observaron que en Gluconacetobacter está presente la 
ubiquinona-10 y  en Acetobacter la ubiquinona-9.  
 
AdhA Citocromo c AdhS 
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Figura 6. Modelo hipotético de la transferencia de electrones en la ADH-PQQ (Toyama 
y col. 2004) 
 
2.5.3  Inactivaciones de la ADH 
Las BA a nivel industrial muestran una alta capacidad para mutar 
espontáneamente, teniendo como consecuencia las deficiencias o perdidas en varias 
propiedades fisiológicas  como la resistencia al acido acético, oxidación del etanol 
(Ohmori y col. 1982) y formación de celulosa (Cook y Colvin 1980). Se han reportado 
algunas  secuencias de inserción (IS “insertion sequences”) que permiten el alojamiento 
de transposones produciendo una eliminación de la principal producción de la BA 
(Coucheron 1991). En la ADH-PQQ  se han reportado inactivaciones por  Takemura y 
col. (1991) en la subunidad II (citocromo c), que causa la pérdida de la capacidad de 
oxidar el etanol; Kondo y Horinouchi 1997a reportaron una inserción que se localiza en 
la subunidad III de la ADH-PQQ de A. pasteurianus conocida como IS1452, esta 
inserción también está asociada a la desactivación de la alcohol deshidrogenasa. Se ha 
observado que las mutaciones por IS se observan principalmente en la fase terminal de 
crecimiento, cuando la concentración de acido acético es más alta, por esto se cree que 
los factores causantes de las inserciones o transposiciones de estas secuencias en las BA 
se pueden deber a la alta concentración de acido acético y/o  a las altas concentraciones 
de etanol (Ohmori y col. 1982; Takemura y col. 1991). G. oxydans 621H, es la única 
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cepa de las BA que hasta la fecha esta secuenciada totalmente, en esta cepa se ha 
identificado 82 secuencias de inserción (IS) y 103 genes de transposasas, donde algunas 
de las copias tienen deleciones (Prust y col. 2005). Muchos de los IS parecen tener 
copias funcionales, lo que puede ser causa de la inestabilidad genética de varias 
propiedades fisiológicas en las BA. (Kondo y Horinouchi, 1997c).  
Estas inactivaciones debidas tanto a mutaciones espontáneas, cambios en las 
condiciones del medio en el que se encuentran o al aislamiento en medios de cultivo 
inadecuados, no se tiene un conocimiento del estado enzimático de las BA al momento 
de querer utilizar una madre o un cultivo para el inicio de acetificación. Actualmente 
existe la técnica de la PCR a tiempo real con la cual podemos conocer las propiedades 
genéticas de un organismo en el estado en el que decidamos observarlo, esta técnica 
creemos que podemos implementarla en el estudio de la ADH-PQQ la cual nos puede 
ayudar a determinar y relacionar la mayor actividad de esta enzima con la capacidad de 
iniciar y efectuar las acetificaciones, de esta manera lograr obtener cepas o cultivos 
mixtos los cuales nos sirvan como iniciadores y finalizadores de una acetificación más 
controlada. 
 
2.6  PCR cuantitativa 
La PCR a tiempo real es una técnica donde el proceso de amplificación de DNA 
o de cDNA es monitoreado a tiempo real mediante el uso de técnicas de fluorescencia. 
La información obtenida se utiliza para conocer la cantidad absoluta o relativa de dichas 
moléculas en la muestra, esta técnica se caracteriza por su alta sensibilidad (Whilhelm 
and Pingoud 2003). Los resultados que se obtienen son resultado de la estandarización 
de los diferentes factores que intervienen durante el proceso. Hay dos tipos de 
cuantificación que se puede realizar con la PCR a tiempo real, una de ellas es la 
cuantificación absoluta en la que se requiere de una referencia, dicha referencia es una 
recta que está formada por diluciones sucesivas a concentraciones conocidas del DNA 
del mismo gen en estudio. Por otro lado está la cuantificación relativa, que es la 
expresión transcripcional de un gen con respecto a un gen interno de referencia también 
llamados endógenos o housekeeping (Huggett  y col. 2005). 
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La transcripción inversa seguida de la PCR a tiempo real (RTQ-PCR) es una técnica 
muy sensible, es más fiable y menos laborioso que los métodos clásicos para el estudio 
de la expresión génica (Gibson et al. 1996). Los housekeeping son genes que se 
expresan en todas las células y son necesarias para su supervivencia, se considera que 
las fluctuaciones de su expresión son muy bajas y por eso es que se les utiliza como 
genes de referencia, aunque numerosos estudios muestran que aún estos genes pueden 
variar significativamente su expresión en ciertas circunstancias (Thellin y col. 1999), 
por esto mismo es muy importante la determinación y demostración de nuestros genes 
de referencia. Actualmente en el área de las BA la técnica de Q-PCR se ha utilizado 
para la cuantificación absoluta de BA  en vino (González y col. 2004, 2005, 2006). Pero 
hasta el momento no se había utilizado para la cuantificación relativa (RTQ-PCR)en los 
procesos de acetificación.  
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3. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL 
El objetivo general de este trabajo es estudiar la expresión génica de la ADH-
PQQ para determinar si existe alguna relación de esta enzima con la producción de 
ácido acético en las bacterias acéticas. El estudio de la expresión génica se realizará con 
el uso de la técnica de la RT-Q-PCR. Esta técnica podría servir como herramienta útil 
en la selección de bacterias acéticas para la producción de vinagre. 
La adaptación de las bacterias acéticas en cultivos con alcohol mediante cambios de 
expresión de la ADH puede estar relacionada con la capacidad de producción de ácido 
acético, este es un criterio que podría utilizarse posteriormente para la selección de 
cepas iniciadoras de la acetificación.  Para poder estudiar la relación de la expresión 
génica con la producción de acido acético en las bacterias acéticas nos planteamos los 
siguientes puntos.  
1. Estudio ecológico de bacterias acéticas en vinagres  
Estudio ecológico de bacterias acéticas aisladas directamente de vinagres 
producidos mediante cultivo superficial y por cultivo sumergido, en diferentes etapas de 
acetificación, a diferente profundidad de la barrica y aislados en diferentes medios de 
cultivo. Los diferentes medios de cultivo se utilizan para tratar de aislar el espectro más 
amplio de bacterias acéticas. Para la identificación de las especies nos apoyamos en  
técnicas de biología molecular. Los resultados obtenidos nos permitirán conocer las 
especies más habituales en vinagres y así definir las especies en las que se enfocara el 
siguiente estudio. 
2. Puesta a punto del método de la RT-Q-PCR para la cuantificación de la expresión 
génica de la ADH en bacterias acéticas y monitoreo de la expresión génica de la 
ADH en relación a la capacidad acetificadora. 
Diseño de cebadores para utilizarlos en la cuantificación génica de la ADH en las 
especies A. pasteurianus y Ga. hansenii, especies que fueron las más aisladas en el 
estudio anterior (capítulo I). Sin embargo en el estudio se incluyeron a  A. aceti y G. 
oxydans, la primera porque ha sido la especie más relacionada con el picado del vino y 
la segunda por que es la única especie que en estos momentos se encuentra totalmente 
secuenciada, y esta secuencia nos ayudará a comprobar las amplificaciones. Por último 
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la técnica a punto, se utiliza para estudiar la expresión génica de la ADH en algunas 
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4.1 REPRESENTATIVE ACETIC ACID BACTERIA IN VINEGAR PRODUCTION 
BY SUPERFITIAL AND SUBMERGED CULTURE. 
Yunuen Quintero, Iolanda Lázaro, José Manuel Guillamón, Montserrat Poblet*, Albert 
Mas. 
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There have been few representative analyses of microorganism population in 
vinegar production and knowledge is also limited regarding starter cultures. This is 
because of the numerous problems in isolating acetic acid bacteria from vinegar. 
Isolating acetic acid bacteria is not an easy task. The extreme conditions of vinegar 
makes it very difficult to isolate the bacteria in the culture media; furthermore, the high 
level of acetic acid, the ethanol presence, the low pH and others factors also complicate 
this process. Both, liquid (without agarose) and solid culture media were used to 
determine the species of acetic acid bacteria present in submerged culture and 
superficial culture vinegar. We observed the presence of Acetobacter pasteurianus and 
Gluconacetobacter hansenii, the submerged culture and Acetobacter pasteurianus, 
Gluconacetobacter hansenii as well as Acetobacter aceti in superfitial culture. In 
addition, species diversity isolated in liquid culture are superior to those isolated in solid 
culture. Moreover, some vinegars showed a null isolation in solid culture. 
 
Key words: Acetobacter, Gluconacetobacter, RFLP-PCR rRNA 16S gene. 
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INTRODUCTION 
Acetic acid bacteria (AAB) are widespread microorganisms, mostly found in different 
foods, especially spoiled fruits and beverages. Their low pH tolerance and fast oxidative 
metabolism are the keys to their ability to develop in fruits and also in the presence of 
alcohol and alcoholic beverages, which transform into acetic acid. This last ability is the 
basis for the AAB who belong to, Acetobacteracea family. The AAB are made up of ten 
genera (Acetobacter; Acidomonas; Asai; Gluconoacetobacter; Gluconobacter; 
Kozakia; Saccharibacter; Swaminathania; Neoasaia; Granulibacter; (Yamada and 
Yukphan 2008). The AAB used for vinegar fermentation are from the Acetobacter and 
Gluconacetobacter genera. Little research has been done on these bacteria and this is 
because they are difficult to grow and thus isolate in solid media, which has led to them 
being described as “fastidious” microorganisms (Mesa et al. 2003). The amounts 
recovered are significantly different from those observed under the microscope. The 
extreme conditions used in some biotechnological applications (high ethanol and acetic 
acid contents, low pH and high oxidation through forced air systems) are the principal 
impediment to isolating these bacteria. In response to these conditions, the bacteria 
produce cellular walls with large quantities of polysaccharides to protect themselves 
(Barja et al. 2003).  There have been few population analyses of vinegar production and 
so the AAB present in vinegar processes are unknown. The aim of the present study is 
to determine the AAB present in surface culture and submerged culture in wine vinegar 
production. Four different culture media have been tested in both solid and liquid forms. 
These media are based on glucose or ethanol, and yeast extract, which are considered 
excellent sources of carbon, nitrogen, energy, minerals and vitamins (Ciani 1998) along 
with several concentrations of ethanol and acetic acid, which are regularly present in 
vinegar. After isolation in either solid or liquid media, species isolated were identified 
using molecular methods based on RFLP-PCR of the 16S rRNA gene (Ruiz et al. 2000). 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Species, media and growth conditions 
AAB were isolated from one wine submerged industrial vinegar; and also from seven 
different barrels of surface culture vinegar at two levels in the barrel (surface and 
bottom).  Vinegars were all different in terms of acetic acid grade, pH, and ethanol 
concentration.   
The AAB were isolated in different media; M (glucose 1%, yeast extract 1%, acetic acid 
5%, ethanol 3%), YEA (yeast extract 1%, ethanol 3%, acetic acid 0.25%), AE (glucosa 
1%, yeast extract 0.5%, acetic acid 0.25%, ethanol 3%), glucose (glucose 1%, yeast 
extract 1%), all of them were modified to Takafumi’s medium (1989). All these culture 
medium were prepared in liquid and solid (1.5 % agar) forms. In the solid medium 
NaOH was used to raise the pH to 6 and to solidify the agarose. The cellular count was 
done 96 hours after inoculation in the culture medium at 28ºC. For the growth in liquid 
medium, we used serial dilutions of each vinegar from 10-1 up to 10-10. To obtain the 
correct cellular concentration, we monitored the relation between the optical count and 
O.D. (Optical Density) at 600nm.  
 
DNA isolation  
We used two different DNA isolation methods, the first of which was heating/freezing. 
For the isolation in the liquid medium, 5ml of culture medium after growth were 
harvested by centrifugation at 8000rpm for 5min. The pellet was suspended in 1000µl 
TE solution. Then, the solution was exposed to different combinations of liquid nitrogen 
and boiling water (table 1). For the isolation in the solid medium, a colony was 
suspended in 10µl TE solution, followed by thermal shock, as in the liquid medium. The 
second DNA isolation method followed the Rademaker and De Bruijn method (1996).  
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Water 70ºC 2 
N (l)  0.5 
Water 70ºC 2 
N (l)  0.5 
2 
Water 70ºC 2 
N (l)  0.5 
Water 70ºC 1 
3 
N (l)  0.5 
Water 80ºC 3 
N (l)  1 
Water 100ºC 0.5 
4 
N (l)  0.5 
Water 80ºC 3 
 
 
PCR conditions  
The 16S rRNA gene amplification was done with a change in alignment temperature 
from 58ºC to 60ºC and the RFLP-PCR rRNA 16S gene using TaqI enzyme restriction 
according to Ruiz et al. (2000).  
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Primers used to amplify the 16S rRNA were designed by Ruiz et al. (2000) on the basis 
of conserved regions of the 5`-end (16S 5`-GCTGGCGGCATGCTTAACACAT.) and 
the 3`-end (16Sr, 5`GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT) of this gene. The primers were 
synthesised by Sigma-ARK (Darmstadt, Germany). 
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RESULTS AND DISCUSSION 
Isolation of AAB 
The AAB grew in the different liquid media in all the dilutions tested. In fact and 
regardless of the origin, in liquid media with agitation, all the samples allowed enough 
growth to be able to identify the species present in the media. This is in sharp contrast 
with the solid media, only some of which had colonies, as was the case with the various 
dilutions tested (results not shown). The difficulties of working with AAB are well 
known and, among them, to have a representative isolation could be specially critical. 
This characteristic has led to them being called “fastidious” In fact, in the serial 
dilutions both in liquid and in solid media there is no relation between the dilution and 
the colonies recovered. Thus, plating on solid media or serial dilutions in liquid media is 
not a solution for counting AAB. Other methods culture’s independent such as optical 
microscope counting, epifluorescence (Millet and Lonvaud Funel, 2002) or RT-PCR 
(González, 2005) have been proposed for enumerating AAB. However, it is clear that 
the serial dilutions in liquid media are a more sensitive, yet qualitative, method which 
provides more representative species identification. Also, the AAB are largely VBNC 
(Viable But Non Cultivable), in all the cases tested, there was growth in the liquid 
media, whereas in some cases there was none in the solid media. Furthermore, in all the 
cases, there was more variability in the liquid than in the solid media. Thus, it was clear 
that the solid media acted as a selective media for some species in detriment to others, 
which were absent as colonies in the solid media. Of the media tested, and with these 
limitations, it is clear that in our hands only the GYC medium is able to recover a 
certain amount of colonies (Trcek, 2005).  
DNA isolation  
The DNA isolation for AAB was done using the Rademaker and De Bruijn method 
(2003). This method includes the traditional protocol which breaking cells, precipitating 
proteins and washing with different alcohol treatments to purify the DNA. This is a 
time-consuming protocol of roughly 4 hours that also requires a pre-culture in liquid 
media in order to reach a suitable amount of cells. This time-consuming isolation is not 
always necessary when ribosomal DNA is used for PCR amplification, so a protocol of 
heating/freezing shock intervals can shorten the time needed. Several combinations of 
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heating/freezing shock were tried and compared with the traditional extraction. In all 
cases the amount of DNA extracted can be easily observed and the shortest method 
(freezing for 30sec and heating at 100º C for 3min) was the most efficient one. 
Species identification (RFLP-PCR rRNA gene) 
 The AAB were identified at species level using the RFLP-PCR rDNA 16S with TaqI as 
a restriction enzyme. Figure 1 shows that some samples have a mixed profile, indicating 
the presence of several AAB together. Although the smaller fragments are all mixed up, 
the bigger fragments can be clearly differentiated, that is, at least the mixtures observed 
in the present samples: A. aceti (highest fragment 850 bp), A. pasteurianus (highest 
fragment 500 bp and Ga. hansenii (highest fragment 650 bp) (Figure 2). Obviously 
these mixed profiles are only present in samples from liquid media because those 
samples from solid plates always present a single species. 
 
Figure1. RFLP`s, TaqI digestion 16S PCR from liquid culture, we can see some mixed 
profiles, line 1: A. aceti and A. pasteurinaus; line 2 and line 3: A. aceti, A. pasteurianus 
and Ga. hansenii. 
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Figure 2. RFLP`s, TaqI digestion 16S PCR profile, line 1 and line 3: A.pasteurianus; 
line 2: Ga. hansenii; line 3: A. aceti. 
As for their origin, the samples provided as a starter for superficial culture are the only 
ones that grow in most of the solid media except in M media, and all the colonies 
recovered were identified as A. pasteurianus. However, in liquid media, most of the 
media gave mixed samples. In all these media A. pasteurianus was the predominant 
species, although Ga. hansenii and occasionally A. aceti were also found (table 2). The 
samples from the traditional surface acetification procedure showed a distribution of 
50%/50% (data not showed) between A. pasteurianus and Ga. hansenii when plated 
onto solid media. This situation was repeated in the liquid media, although A. aceti and 
an unidentified species were also observed. A. pasteurianus and Ga. hansenii were also 
predominant in the samples coming from the forced air, submerged acetification system. 
In this case, no A. aceti was identified in any of the media tested. The isolation in solid 
media from this kind of vinegar is very difficult; they only grow in G culture. None of 
these results vary according to the depth of the barrel they were taken from, as the same 
species were found at different levels in the barrel.  
As for the media tested, it is fairly clear that the different media are selective and this 
favours the recovery of different species. For instance, the AE medium is very selective 
for A. pasteurianus, especially in liquid form. On the other hand, the M medium seems 
to favour the growth of more species, but only in its liquid form, as no colony has ever 
been recovered from the solid medium.  
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Table 2. 16S RFLP`s identification in different culture media, with and without 
agarose.  
Source  Culture 
media 
Specie identification in liquid 
media  




GY A.pasteurianus, Ga. hansenii, 
A. aceti 
A. pasteurianus 
AE A. pasteurianus A. pasteurianus 
YEA A. pasteurianus Ga. hansenii, A. pasteurianus 
M A.  pasteurianus. Ga. hansenii Sin crecimiento 
Submerged  
culture 
GY A. pasteurianus Ga. hansenii, A. pasteurianus 
YEA A. pasteurianus Ga. hansenii, Sin crecimiento 
AE A. pasteurianus Sin crecimiento 
M A. pasteurianus Ga. hansenii, 
perfil no identificado 
Sin crecimiento 
 
We have found three species in the different vinegars. Traditionally, the species 
associated with vinegars are from the genus Acetobacter (Polo y Sanchez Luengo, 1991, 
Adams, 1997). However, this last genus has been divided into two, Acetobacter and 
Gluconacetobacter (Yamada et al. 1997). In fact, the three species we found belong to 
these two genera. Our findings agree with those of Bermudes et al. (2003) who 
identified A. aceti and A. pasteurianus in vinegars from submerged systems and also 
with Trcek (2005) who found A. aceti in cider vinegar. Entai et al. (1985) also 
mentioned the presence of A.  polyoxygenes (a species that has been renamed) in 
submerged vinegars from Japan. Finally, Nanda et al. (2001) found A. pasteurianus was 
the only species responsible for rice vinegar production in traditional methods. 
Gluconacetobacter genus have also been found in vinegars, the type specie of Ga. 
hansenii being vinegar isolate itself. Sievers et al. (1992) described A. europaeus 
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(renamed as Ga. europaeus) as the dominant species of AAB in industrial vinegar 
fermenters in central Europe and  Giudici et al. (2003) found Ga. xylinus as the most 
widespread species in aceto balsamic vinegar (which is also produced by traditional 
superficial method). Thus, it seems rather evident that the previously named 
Acetobacter were indeed responsible for (or at least the main isolate in) vinegar 
production.  
However, in the present results it is quite evident that there are two important reasons 
for the confusion about the microorganisms which produce vinegar: the constant 
changes in nomenclature and the diversity of isolation media. Finally, the surprising 
result is the reduction in the species observed. In fact, it seems that an aggressive 
medium such as vinegar is a highly selective one, as there is normally one or at most 
two genus present during production (Nanda et al. 2001). Our results fully agree with 
these observations. 
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CONCLUSION 
In conclusion, it seems that the microbiological analysis of vinegars is still far from 
being resolved. Some other techniques are really needed in order to circumvent the 
problem of cultivability of AAB. However, regarding isolation, which will be a 
necessary step in any future work with pure cultures, the liquid media seem to yield 
higher diversity than solid media. The AAB genus diversity in vinegar is very limited. 
A. pasteurianus and Ga. hansenii are the most representative species in the vinegar 
analyzed, while A. aceti is present sporadically.  
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4.2 QUANTIFICATION OF THE EXPRESSION OF REFERENCE AND 
ALCOHOL DEHYDROGENASE GENES OF SOME ACETIC ACID BACTERIA 
IN DIFFERENT GROWTH CONDITIONS. 
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ABSTRACT 
Aim: The aim of this study was to develop a reliable system to analyse the expression 
of the PQQ-ADH and test its ability to predict the growth and oxidative activity of some 
Acetic Acid Bacteria (AAB). 
 
Methods and Results: Specific primers were designed for use in real time PCR to 
quantify ADH expression and several housekeeping genes in AAB. 16S rRNA gene was 
selected as an internal control. The relative expression of adhA was measured in 
Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Gluconacetobacter hansenii and 
Gluconobacter oxydans grown in two media that had glucose or ethanol as the carbon 
source. AAB adhA expression was shown to be related to the two Acetobacter species’ 
ability to oxidise and grow on ethanol, whereas G. oxydans were unable to grow on 
ethanol and the growth of Ga.hansenii was not related to adhA expression. 
 
Conclusions: The differential expression of ADH could be a good marker to analyse 
both growth and oxidation ability in some AAB, especially those of the genus 
Acetobacter.  
 
Significance and Impact of Study: Several housekeeping genes were tested in AAB 
and after growth in different media and it was evident that only the ribosomal coding 
genes were adequate as reference genes for RT-PCR. 
 
Keywords: Vinegar, Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, 16S rRNA gene, 
adhA 
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INTRODUCTION 
Acetic Acid Bacteria (AAB) are the group of microorganisms involved in the oxidation 
of ethanol into acetic acid, hence their name. This oxidative activity causes wine 
spoilage as volatile acidity increases (vinegar taint). It is also the main process in the 
production of vinegar or other condiments, which are produced through the oxidation of 
alcoholic beverages other than wine (cider, fruit wines, etc.). 
Transforming ethanol into acetic acid mostly depends on the presence of membrane 
Alcohol Dehydrogenase (ADH), which is pyrroloquinoline quinone (PQQ) dependent 
(PQQ-ADH). AAB have additional ADH, which are cytosolic and NAD-dependent and 
which seem to be involved in assimilating ethanol, rather than oxidising it 
(Chinnawirotpisan et al. 2003). Thus, the activity of PQQ-ADH can be considered a key 
point in the AAB oxidative activity on ethanol. AAB PQQ-ADHs are considered unique 
members of the ADH family and the Type III PQQ-ADH group is devoted to them 
(Toyama et al. 2004). Type III PQQ-ADHs consist of three subunits that include a 
quinohemoprotein catalytic subunit (A), a triheme cytochrome c subunit (B), and a third 
subunit of unknown function (C) (Kondo and Horinouchi 1997b). The catalytic subunits 
of all the PQQ-ADHs have a common structural motif, where PQQ is embedded.  
Thus, the catalytical subunit of PQQ-ADH seems to be the critical stage for AAB 
oxidative activity. It is also known that AAB which are recovered in solid media from 
vinegar production either take a long time to recover or easily lose their ability to 
oxidise again ethanol again (Schell and De Ley 1962),  and this is thought to be the 
result of genetic instability (Leisinger et al. 1967). The PQQ-ADH catalytic subunit 
could be a source of this genetic instability as it has been described as a target for an 
insertion sequence (Takemura et al. 1993), which implies that the affected strain lacks 
oxidative capacity (Kondo and Horinouchi 1997a). This is a limitation when developing 
starters for vinegar production, and thus, the current vinegar starters are generally 
liquids or vinegar itself (vinegar “mothers” or seed vinegar), which are normally 
microbiologically undefined mixtures, or in the best of cases a mixture of strains of the 
same species. Therefore, these starters allow oxidation to start but do not allow good 
control of the process. 
Recently, Trcek et al. (2006) correlated growth characteristics, acetic acid production 
rate and acetic acid tolerance with the PQQ-ADH activity of different AAB species. In 
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this study, we have used the gene expression of this enzyme as a marker for analyzing 
the AAB ability to oxidize ethanol and whether it can be used as starter. Gene 
expression is the first and quicker response to environmental changes and the main 
control of phenotypic changes in bacteria. Reverse transcription followed by real-time 
quantitative PCR (RTQ-PCR) has proven to be a highly sensitive and reliable method 
for mRNA quantification and gene expression (Gibson et al. 1996). The benefits of this 
procedure over conventional methods for measuring RNA include sensitivity, a large 
dynamic range, potential for high throughput, and accurate quantification (Hugget et al. 
2005). The information obtained, that is, the amplification curves, can be used to 
quantify precisely the initial amounts of template molecules over a wide range of 
concentrations (Whilhelm and Pingoud 2003). 
Normalization remains as one of most difficult problems in real-time RT-PCRs. 
Quantitative studies are commonly applied in research to compare RNA expression in 
different experimental conditions. Constantly expressed genes or genes of non-regulated 
expression (Whilhelm and Pingoud 2003), known as housekeeping genes, are used as 
internal controls for normalization of the results. Their presumed stable expression 
allows quantification of other expressions by comparison with this internal standard. 
However, the level of expression of housekeeping genes has been shown to vary highly 
during the different growth states of bacteria (Vandecasteele et al. 2001) and there is no 
consensus on internal control in bacteria. Furthermore, the classic reference genes can 
vary extensively and they have been considered unsuitable for normalization in different 
research conditions (Hugget et al. 2005). In eukaryotes a broad array of housekeeping 
genes have been described such as Gliceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
albumin, actins, tubulins, cyclophilin, 28S and 18S rRNA genes (Thelling et al. 1999). 
However, with bacteria it is not clear which genes can be used. In fact, a broad array of 
genes have been used, ranging from the ribosomal genes (16S rRNA gene) (Shalel 
Levanon et al. 2005), to others expressed as mRNA housekeeping genes such as proC 
and rpoD (Salvi et al. 2003), gst (Pfaffl 2001) or gyrA (Bhowmick et al. 2007). 
However, no suitable internal controls in such studies have been defined for AAB and 
neither have RT-PCR protocols been established for this group.  
Therefore we pursued a double aim in this study. On one hand, to correlate the gene 
activity of the main enzyme involved in ethanol oxidation into acetic acid as a marker to 
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predict the growth and oxidizing activity of different AAB strains. On the other hand, to 
determine the best reference gene for gene expression studies in AAB. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
AAB Strains and growth media 
The strains used in this work were those available in reference collections. They were: 
DSM 7145 Gluconobacter (Gb.) oxydans; DSM 3508 Acetobacter (Acet.) aceti.; DSM 
5602 Gluconacetobacter (Ga). hansenii; DSM 3508 Acet. pasteurianus. 
The strains were grown a liquid GY medium (glucose 10 g l-1, yeast extract 10 g l-1) and 
V50 medium (yeast extract 4 g l-1, glycerol 12 g l-1, tartaric acid 2 g l-1, K2HPO4 2 g l-1, 
MgSO4  1 g l-1, Na acetate 1g l-1,  ethanol 6%, pH 4,5) in 250 ml Erlenmeyer flasks 
covered with cotton and agitated continuously (150 rpm). All the growth experiments 
were performed at 30ºC in triplicates with a starting population of all the AAB species 
of 106 cells ml-1. Inoculations for either media were from cells grown in a GY medium.  
 
Primer design 
All the primers used in this study have been designed with two different software 
packages, Primer Express version 2.0. and primer3output (http://frodo.wi.mit.edu). The 
primer was designed using the nucleotide sequences database of Gb. oxydans 621H 
Alcohol dehydrogenase large subunit (EMBL accession numbers: AAW60837) were 
used for primer design. We designed a set of primers (named ADH 1 and ADH 3) based 
on the 5’ coding region of the Gb. oxydans sequence. The amplicons of four species 
were sequenced and new internal primers were used for RT-PCR. The amplification 
was tested for diferent AAB strains (EMBL accession numbers Y09480; AJ635216; 
AJ635213; X82894; D00635; E02158; D90004; AB086012; D13893), by using the 
European Bioinformatics Institute (EBI) software http://www.ebi.ac.uk and obtaining 
amplicon sizes ranging from 50 to 160bp. 
For the housekeeping genes, we chose two genes encoding rRNA, 16S and 23S, and 
three genes encoding enzymes necessary for cell division or DNA transcription, DNA 
polymerase III α–subunit (dnaE), DNA polymerase I (polI) and RNA polymerase β 
chain (rpoB). Appropriate primers were designed (Table 1) and tested initially in silico 
and also by PCR.  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL COMO INDICADOR DE LA RECUPERACIÓN 
DE CEPAS PARA LA ELABORACIÓN DE VINAGRES 
Yunuen Quintero Silva 
ISBN:978-84-693-5419-3/DL:T-1405-2010 
All the housekeeping genes were tested in RT-PCR during a full growth period of Acet. 
pasteurianus in two culture media (GY and V50). 
 
RNA isolation and cDNA synthesis 
Total RNA was isolated in cell cultures with 107 bacteria at different growth phases. 
Extraction was performed using a High Pure Isolation kit (Roche) according to the 
manufacturer’s instructions. Genomic DNA was eliminated by RNase-free DNase I 
during the isolation procedure. Concentration of each RNA sample was measured using 
Ultrospec Spectrophotometer 2100pro. The cDNA were synthesized using Kit Taq Man 
Reverse Transcription Reagents (AB) as recommended by GeneAmp5700 Sequence 
Detection System user’s manual. The reaction was carried out in GeneAmp PCR 
System 2700 AB and for each sample a no-amplification sample (NAC) which had the 
same mix without reverse transcriptase was also prepared. All the final samples were 
dissolved with nuclease free sterile water up to 2 ng µl-1. Normalization of cDNA was 
done by using exactly the same amount of RNA. 
 
Quantitative Real- time PCR conditions 
Gene expression was quantified in a 96-well plate GeneAmp 5700 sequence Detection 
System (Applied Biosystems), using 5µl of diluted cDNA, 5 µmol l-1 of each gene-
specific primer, 12.5 µl of 2x SYBR Green mix, and 5.5 µl of double distilled water in a 
final volume of 20 µl. All the amplifications were made under the following conditions: 
an initial hold for 10 min at 95ºC followed by 40 cycles of 30sec at 95ºC and 1min at 
60ºC. The samples were run on the same plate in triplicate, with appropriate controls. 
Primer dimers and other artifacts were evaluated by dissociation curve.  
 
Standard curves 
Standard curves were created by plotting the CT (Cycle Threshold) values of the RT-
PCR performed on a dilution series of RNA from the four AAB species.  The standard 
curve is a plot of the threshold cycle (Ct) versus log concentration (C) designed by Gene 
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Amp 5700 software (AB). The cycle threshold (CT) was determined automatically by 
the instrument. All samples were analysed in triplicate. The coefficients of efficiency 
(E) were calculated using the formula E = (10-1/slope) - 1 (Higuchi et al. 1993).  
 
Relative expression of adhA 
The relative adhA expression along the AAB growth in different media was calculated 
against the expression of the housekeeping gene (16S rRNA gene). The resulting Ct was 
analysed using the comparative critical threshold (∆∆Ct) method in which the amount 
of target RNA is adjusted to a housekeeping gene (16S rRNA) (Desroche et al. 2005). 
The following equations were used (“calibrator” refers to the control growth phase, in 
this case it was the first sample during the lag phase, and “sample” defines the other 
tested growth phases”). 
∆Ct = Ct of internal control – Ct of gene of interest 
∆∆Ct = ∆Ct of sample – ∆Ct of calibrator 
Relative expression level = 2∆∆Ct 
All samples were analyzed in triplicate and the expression values were averaged by the 
analysis software (Applied Biosystems). Statistical analyses was performed using a 
Student’s t-test with the significance level set at p≤0.05 
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Primer determination and specificity 
Five possible genes were chosen to determine an internal control for relative 
quantification of transcripts in two different media: two genes encoding rRNA 16S and 
23S and three genes encoding enzymes necessary for cell division or DNA 
transcription, dnaE, polI  and rpoB (Table 1). To ensure that the length of the PCR 
products ranged between 50-160 bp a PCR using Acet. pasteurianus was performed. In 
all cases a single amplification band was obtained.  
To develop specific primers for ADH RT-PCR we designed a preliminary set of primers 
(named ADH1 and ADH 3) based on the 5’ coding region of the Gb. oxydans sequence 
which amplified a fragment of 646 bp. These primers were tested and amplifications 
were obtained within the expected range with the most frequent AAB species found in 
vinegar (Acet. aceti, Acet. pasteurianus, Ga. liquefaciens, Ga. xylinus, Ga. europaeus 
and Ga. hansenii and  Gb. oxydans which was used as a reference). However, only 
some of those were considered for the rest of the work (Gb. oxydans, Acet. aceti, Acet. 
pasteurianus and Ga. hansenii) (Table 1). The amplicons of the different AAB species 
were sequenced. The new sequences were deposited in the Genbank with the accession 
numbers expressed in Table 1. Those amplified fragments were used to design suitable 
primers for the RT-PCR (ADH 1 and ADH 2) and were tested both in silico and in the 
four AAB species selected. In all cases we obtained a single band of 65-66 bp.  
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Table 1. Primers used in this study. 
*Amplicon size ADH1-ADH3/ADH1-ADH2 
 
Stability of internal control genes 
To analyse the validity of the chosen genes as housekeeping genes, their expression was 
analysed in Acet. pasteurianus growing in two different media (Fig 1).  At least 6 points 
were taken as representative of the different growing periods. The growth of Acet. 



























































Gb.  oxydans 
Ga. hansenii 
Acet. aceti 
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pasteurianus in both media was similar, although it was much faster in GY, as glucose 
is usually the main and most easily available carbon source, reaching the maximum 
growth at 20 h. In comparison, growth in the V50 medium took double the length of 
time to reach the same maximum. In both cases the lag phase was similar. In GY 
medium the gene expression of the 5 genes was in general relatively constant 
throughout the growth period (Fig 1A).  
























































Figure 1: Gene expression of the housekeeping genes (■ 16S rRNA, ● 23S rRNA, ▲ 
rpoB, ▼ polI, ♦ dnaE) during A. pasteurianus growth (OD 600 nm, dashed line) in two 
different media. A: GY medium, B: V50 medium. 
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The expression of the two ribosomal genes was the highest, with Ct values of 12 for 16S 
rRNA gene and 13-14 for 23S rRNA gene. The expression of mRNA was lower, as 
expected. Of the three analysed genes rpoB and polI had a very constant expression (in 
all the phases only a maximum variation of one cycle: 22-23 and 27-28, respectively). 
However, the expression of dnaE was much lower and variable (33-37 cycles). 
When Acet. pasteurianus grew in V50 (Fig 1B) the expression of the rRNA genes was 
similar to that observed in GY medium and, thus highly expressed and constant. 
However, the expression of three mRNAs tested was both highly variable (all of them 
presented a variation of at least 4 cycles along the studied period) and lower: apart from 
polI which was already low in GY medium, the other two genes had a difference higher 
than 3 cycles between the two media. Thus, the three mRNAs were to shown not to be 
appropriate as housekeeping genes, whereas both ribosomal genes were clearly 
acceptable. 16S rRNA gene was chosen as a reference gene.  
 
Growth curves of four AAB species in different media 
Four AAB species were grown in both GY and V50 media to analyse their growth (Fig 
2) and their relative expression of ADH. In the GY medium all the species grew rapidly, 
reaching the maximum value within the first day, yet Gb. oxydans and Acet. 
pasteurianus grew especially fast reaching those maximum values at 12 hours (Fig 2A).  
Only Acet. aceti did not reach a maximum population that was comparable to the other 
AAB species. When the carbon source was ethanol, all the species grew much slower 
and even Gb. oxydans grew very poorly (Fig 2B). However, in the three species that 
grew, the maximum levels of absorbance reached were considerably higher than those 
obtained with the GY medium. Nevertheless, when the population size was checked by 
microscope counting, all the species reached the level of 3-5 x 108 cells ml-1 in both 
media, except in the case of Gb. oxydans, which hardly reached 107 cells ml-1 in the V50 
medium. The differences between the levels of both media could be easily due to the 
high production of exoglucans, which is characteristic of AAB when growing in ethanol 
and generates certain turbidity. 
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Figure 2: Growth measured as OD at 600 nm of AAB species (■ Acet. pasteurianus, ● 
Ga. hansenii, ▲ Gb. oxydans,▼ Acet. aceti) at 30ºC in two different media. A: GY 
medium, B: V50 medium. Results are expressed as the mean ± Standard deviation of 
three independent experiments. 
 
Relative expression of ADH in GY and V50 media 
Prior to analysing the relative expression of ADH, we estimate the efficiency of the RT-
PCR by constructing standard curves from the two selected genes (adhA and 16S rRNA 
gene) in the four species tested (Table 2). In all cases the efficiencies were good (84-
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93% for 16S rRNA gene and 93-123% for adhA) and could be considered as 
appropriate for analysing the relative expression. 
The points for analysing the relative expression were chosen according the growth 
curves from Fig 2. Thus, the points analysed were when the absorbance was less than 
0.05 (lag phase, 1), 0.1 to 0.3 (early exponential phase, 2), 0.6-08 (late exponential 
phase, 3) and when the values were consistently equal (stationary phase, 4). The relative 
expression of the four species at the starting point was set as the control value, and all 
the other values were normalized for this value. 
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Gene r2 Slope Efficiency % 
10-(1/slope)-1 
Intersection Species 
16S 0.996 ± 0.003 
0.985 ± 0.004 
0.997 ± 0.131 
0.961 ± 0.000 
-3.50 ± 0.13 
-3.76 ± 0.07 
-3.61 ± 0.00 
-3.54 ± 0.15 
93.1 ± 4.7 
84.5 ± 2.5 
89.6 ± 1.4 









ADH 0.997 ± 0.022 
0.977 ± 0.023 
0.995 ± 0.014 
0.992 ± 0.006 
-3.03 ± 0.11 
-3.50 ± 0.28 
-2.94 ± 0.36 
-2.86 ± 0.04 
113.8 ± 3.7 
93.1 ± 12.5 
118.8 ± 8.1 










Table 2. Characteristics of standard curves obtained from serial AAB cell dilutions 
grown in GY medium with 16S rRNA gene and adhA primers. 
 
The expression of the adhA gene was different during the growth in both media and for 
the four species, being Acet. pasteurianus being the species that showed a maximum 
expression in both culture media (Fig 3). For both Acetobacter species, the values 
reached in the V50 medium were generally higher than those observed in the GY 
medium, whereas the values of the expression in Gb. oxydans or Ga. hansenii showed 
limited changes in both media. 
In the GY medium, the relative expression of the adhA gene increased in all the species 
during the exponential phase, except for Gb. oxydans, where the expression is very low 
and close to the basal value (Fig 3A). All the species return to the basal values in the 
stationary phase. Although the differences were significant, the increases in adhA 
expression were slight in Ga. hansenii and Acet. aceti. The increase in Acet. 
pasteurianus was over 100-fold throughout the exponential phase. 
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Figure 3: Relative expression of AAB adhA gene (■ Acet. pasteurianus,  Ga. 
hansenii,   Gb. oxydans,□ Acet. aceti) during growth in different media. 2A: GY 
medium, 2B: V50 medium. Results are expressed as the mean ± Standard deviation of 
three independent experiments. Growth phases: 1: lag; 2: early exponential, 3: late 
exponential, 4: stationary. 
 * No growth of Gb. oxydans on V50 medium was observed.  
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The changes in the V50 medium were already significant in the lag phase (Fig 3B). 
Because the samples switched the media (the cells were grown in GY prior to the 
experiments), the lag phase could be considered as an adaptation phase and both 
Acetobacter species already showed an increase in the expression of adhA, whereas in 
the other two species a decrease was observed. Gb. oxydans could not grow in those 
conditions and, although the expression levels initially increased, neither late 
exponential nor stationary phases were considered. Ga. hansenii grew well, without any 
significant change in the expression of adhA, reaching similar levels to the two 
Acetobacter species. On the other hand, both Acetobacter species showed a clear 
relation between the growth in the V50 medium and the increased expression of adhA, 
although in Acet. pasteurianus the increase was much higher than in the GY medium. 
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The aim of the present study was to develop a sensitive and reproducible method to 
accurately quantify AAB adhA expression by using the real-time RT-PCR technique, 
and estimate its validity when predicting its ethanol oxidative activity. Though adhA is 
a very AAB-specific gene and it has been proposed that it could be analyzed for 
identification purposes (Trcek 2005) or acetic acid resistance (Trcek et al. 2007), 
however we analyze its use for estimating of the AAB strain acetification capacity. 
Using the RT-PCR technique requires reliable and constantly expressed housekeeping 
genes to be used as a reference or internal control, and these had not been described for 
AAB species. The five genes selected in the present study were expected to be rather 
constant because they are needed for protein synthesis (rRNA genes), DNA duplication 
(polI, dnaE) and RNA synthesis (rpoB), all of them essential for cell growth and 
survival. Interestingly enough, most of the genes were rather regular throughout the 
growth cycle in the optimal GY medium, whereas strong changes were observed during 
growth in ethanol in the genes that were expressed through mRNA. Also, the slow 
growth rate observed in V50 could be correlated with the changes in the expression of 
these genes, with the lower expression of dnaE and rpoB corresponding to slow growth 
in this medium, whereas no changes were observed in the optimal medium. AAB were 
able to grow in the optimal medium without changes in the basic cell division 
machinery, whereas a challenging medium did cause changes. Reduced growth is a 
general response to stress and changes in the expression of growth-related genes should 
be expected (Lasko et al. 1997). 
For our purposes, it was clear that the genes expressed as mRNA were not appropriate 
reference genes (Vandecasteele et al. 2001). Both ribosomal genes are appropriate 
reference genes, although the 16S rRNA gene was minimally regulated in response to 
different culture media (experimental conditions). This finding agrees with several 
studies that have shown that 16S rRNA gene may be used as an internal standard in the 
relative expression of different genes in prokaryotes (Elaume and Jabboury 2004; Koo 
et al. 2006). 
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Although the role of ADH in the metabolisation of ethanol in AAB is clear, the 
presence of several ADH with different roles can jeopardize the use of this enzyme as a 
marker. In fact, different species or genera can use their enzymes differentially to 
substantiate growth in media with different carbon sources (De Ley et al. 1984). Gb. 
oxydans is known to grow poorly on ethanol substrates and its activity is mostly 
dependent on the presence of glucose or higher alcohols, whereas the genus Acetobacter 
was described as growing well on ethanol substrates (De Ley et al. 1984). This 
preference for the substrate is reflected in their ecological distribution, with Gb. oxydans 
being frequent in fruits, while Acet. aceti and Acet. pasteurianus are frequent in 
alcoholic beverages or in vinegar production (Joyeux et al. 1984; Gonzalez et al. 2005; 
Gullo et al. 2006). The data obtained in our experiments on the differential expression 
of adhA in the species belonging to these two genera seem to validate these preferences 
(or abilities) to grow on different carbon substrates. Even when glucose is present in the 
medium, both Acetobacter species increase their adhA expression during growth. 
However, expression is much higher in the presence of ethanol, and this is in line with 
previous observations (Takemura et al. 1993). Thus, it is clear that in these two genera 
ADH expression correlates to growth and might be considered a marker when testing 
the ability to grow on ethanol substrates. This ability can even be detected growing on 
glucose. 
The genus Gluconacetobacter was designated in 1997 to differentiate several 
Acetobacter species that had significant metabolic differences from those that remain in 
the former genus (Yamada et al. 1997). The most relevant taxonomic difference is the 
presence of a different ubiquinone, which is part of PQQ. Although we do not know 
how this change could affect the capacity of adhA to oxydise ethanol, it is quite clear 
that Ga. hansenii can to oxydise it without the intervention of this specific enzyme. 
Thus, the presence of an alternate ADH in this genus can substantiate both the growth 
and the ethanol oxidation, as it grows very well in the ethanol media. This would agree 
with the slight increase in PQQ-ADH gene expression when acetic acid resistance was 
analysed in the highly acetate resistant Ga. europaeus. The increase was only observed 
when the acetic acid was increasing from 1% to 2% (Treck et al. 2007). 
In conclusion, the differential expression of ADH could be a good marker for analyzing 
both the growth and oxidation ability in some AAB, especially those of the genus 
Acetobacter. Good growth on ethanol by Ga. hansenii without significant changes in 
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the adhA expression might indicate of the presence of an alternative ADH in this genus 
that could allow growth and oxidative activity on ethanol. To the best of our knowledge, 
this is the first time that several housekeeping genes have been tested in AAB and after 
growth in different media and it has clearly shown that, among the genes tested, only 
the ribosomal coding genes are adequate. Thus, this is an additional tool for further 
analysis of AAB metabolism. 
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5.  DISCUSIÓN GENERAL 
En la producción de vinagre, las bacterias acéticas (BA) son los 
microorganismos encargados de transformar el etanol en ácido acético. Estas bacterias 
son de suma importancia en la industria del vinagre, sin embargo, actualmente existen 
pocos estudios enfocados a conocer el comportamiento y la diversidad poblacional de 
las BA en vinagre. Algunos estudios que podemos citar son los realizados por  Trcek y 
col. (1997); estudio en el que se identificó a A.europaeus (actualmente Ga. europaeus) 
como especie predominante en la producción de vinagre a partir de bebida espirituosa 
por el método de oxigenación continua. En este trabajo también se aislaron otras 
especies del género Acetobacter que no pudieron ser clasificadas. Nanda y col. (2001) 
aislaron BA de vinagre de arroz; las bacterias aisladas fueron amplificadas y 
secuenciadas en  su 16S rDNA, llegando a la conclusión de que todas las cepas aisladas 
son 99% similares a la secuencia de A. pasteurianus.  Mesa y col. (2003) utilizan y 
comparan técnicas de cuantificación de BA directamente de vinagre, llegando a la 
conclusión de que el método llamado “Baclight” puede ser de gran ayuda en la 
diferenciación de BA viables en vinagre. Ndoye y col. (2006) observan y confirman 
propiedades termoresistentes de BA aisladas de vinagres de frutos tropicales, donde las 
cepas identificadas como A. tropicalis y A. pasteurianus  tienen la capacidad para 
soportar temperaturas hasta de 40ºC. Ilabaca y col. (2008) identifican BA provenientes 
de vinagre utilizando técnicas independientes de cultivo por el método TTGE 
“Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis”.  Los trabajos mencionados 
anteriormente son algunos de los estudios más relevantes que nos han ayudado a 
comprender la ecología de las BA en vinagres,  sin embargo aún existe una carencia de 
conocimiento de la microbiología en la producción del vinagre. Una de las áreas en la 
que se necesita crear nuevas y mayores tareas de investigación es en el desarrollo de 
cultivos iniciadores para la acetificación, debido a que en el presente para iniciar el 
proceso de producción de vinagre se siguen utilizando prácticamente los mismos 
métodos que se utilizaban desde los principios de la producción inducida de vinagre. 
Uno de estos métodos para iniciar la producción de vinagre de vino es colocar dos 
terceras partes de vino por una tercera parte de vinagre dentro de una barrica, de tal 
manera que el volumen total del vino con el vinagre son dos terceras partes de la 
capacidad total de la barrica. Otro de los métodos más utilizados es colocar el vino en 
contacto con un velo, capa o “madre” el cual está formado por un cultivo indeterminado 
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de BA. En ambos casos, para iniciar la producción de vinagre se está utilizando una 
población inicial de BA desconocida. Creemos que la producción o utilización de 
cultivos iniciadores para la acetificación permitirá controlar las acetificaciones para 
disminuir el tiempo de producción, mantener la calidad y las propiedades 
organolépticas; normalmente las acetificaciones de vinagre de vino en barrica son muy 
lentas y en ocasiones se presentan paradas en la acetificación. En este trabajo se ha 
propuesto estudiar la actividad génica de la alcohol deshidrogenasa (ADH) en las BA 
del vinagre y utilizar dicha actividad como un parámetro para la selección de cepas 
iniciadoras en el proceso de la producción de vinagres, puesto que la actividad de la 
enzima ADH está ligada directamente a la producción de vinagre. La selección de BA 
para utilizarlas como cultivos iniciadores respecto a la actividad génica de la enzima 
ADH asegurará el inicio y la finalización de la acetificación. 
El primer planteamiento de este estudio ha consistido en aislar e identificar las especies 
de BA que están presentes en las acetificaciones de vino; para lo cual ha sido necesario 
cultivar vinagres en medios de cultivo y posteriormente  identificarlos a nivel de 
especie. En el estudio de las BA se han presentado varias dificultades: principalmente, 
la de recuperar en medio de cultivo las bacterias presentes en el vinagre. Este problema 
se observa cuando el conteo de colonias en medio de cultivo sólido no se relaciona con 
la cuantificación al  microscopio. Las cuantificaciones en placa es de dos a tres órdenes 
de magnitud menor que el número de bacterias cuantificadas al microscopio; este 
mismo problema también ha estado presente en otros trabajos como los de Millet y 
Lonvaud-Founel, (2000), Mesa y col. (2003), Ilabaca y col. (2008). La baja 
cultivabilidad puede ser debido a la falta de medios de cultivo adecuados para su 
aislamiento, sin embargo hasta el momento no hay estudios claros donde se mencionen 
las necesidades nutricionales de las BA provenientes de vinagre para su crecimiento en 
medios de cultivo. Para solucionar la baja cultivabilidad se han sugerido varias 
alternativas para aumentar el número de colonias aisladas y de esta manera recuperar un 
porcentaje representativo de las BA presentes en los vinagres. De entre las alternativas 
sugeridas por otros autores se pueden mencionar: el uso de medios de cultivo de 
diferentes formulaciones,  de  semi-sólidos (Sievers y Teuber 1995), y el uso de los 
medios de cultivo de doble capa (Entani y col. 1985). En nuestro caso todos los medios 
utilizados han presentado un desfase en el número de bacterias cuantificadas al 
microscopio con respecto a los cuantificados en los medios de cultivo. En nuestro 
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trabajo sugerimos el uso de medios de cultivo líquidos utilizando diluciones en serie; La 
finalidad de este estudio es llegar a separar un microorganismo mediante la dilución en 
serie de una mezcla inicial de microorganismos. Finalmente en medio líquido se logró 
identificar más especies que las que lograron identificar de colonias aisladas en medio 
sólido, todo esto tomando en cuenta que se partía del mismo vinagre en ambos métodos. 
A pesar de la gran ayuda que se mostró en la identificación de especies partiendo de la 
dilución en serie de vinagre no podemos saber si en este caso hemos llegado a 
identificar todas las especies de BA presentes en los vinagres. Por otro lado en cuanto a 
los medios sólidos, no se logra resolver el desfase que existe en el conteo al 
microscopio y el de contaje en placa. En primera instancia, pensamos que las 
formulaciones de los medios de cultivo no son los adecuados para el aislamiento de las 
BA del vinagre aunado a la falta de otros factores como pH bajo y acidez alta, 
características que presenta un vinagre. También hay que tener en cuenta la dependencia 
al O2 de las BA puesto que en medio sólido disminuye notablemente (Trceck y col. 
1997), hecho que dificulta su cultivabilidad. También existe la hipótesis de que este 
desfase que existe entre el conteo al microscopio y el conteo en placa se debe a que las 
BA llegan a tener un estado  fisiológico en que metabólicamente siguen activas pero no 
pueden crecer en medios de cultivo, a las bacterias en este estado se les denomina como 
viables pero no cultivables “ Viables but not cultivable” (VBNC). Como vemos el 
aislamiento de las BA provenientes de vinagre es un tema de investigación que aún 
sigue abierto y constituye un punto muy importante para el posterior estudio de las BA 
del vinagre.    
La taxonomía de las BA ha sido actualizada en numerosas ocasiones durante los últimos 
años hasta llegar a la clasificación actual en la que se cuenta con 10 especies diferentes. 
La mayoría de las BA presentes en vinagre están distribuidas principalmente entre los 
géneros Gluconacetobacter y Acetobacter (Raspor y Goranovic, 2008). Actualmente 
para la identificación y la clasificación de las BA se utilizan métodos bioquímicos en 
donde se utilizan medios de cultivo específicos para ver si producen ciertos compuestos; 
tal es el caso de medios con CaCO2 donde se forma un halo blanco  alrededor de la 
colonia cuando el medio de cultivo se acidifica, otro caso es la sobreoxidación en el 
caso del genero Acetobacter.  Los métodos  quimiotaxonómicos se basan en la 
diferenciación por el tipo de ubiquinona presente en la bacteria, también están los 
métodos que se basan en técnicas de Biología Molecular entre las que cabe destacar 
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aquellas  donde se utiliza la PCR (Escalante y col. 2004; Franke y col. 2000; Prieto y 
col. 2007; Sievers y col. 199; 1995; 1996; Sokoller y col 1998) y finalmente las 
secuenciaciones génicas. En este trabajo la identificación de BA se realizó según la 
metodología descrita por Ruiz y col. (2000) puesta a punto en el mismo grupo de 
trabajo donde se ha realizado este trabajo, la cual se basa en RFLP`s-PCR que consta en 
la restricción del amplificado del gen 16S rDNA, esta técnica es sencilla ya que permite 
la rápida identificación a nivel de especie. Las BA que se identificaron en este trabajo 
de acuerdo a la  técnica de RFLP’s-PCR fueron las especies A. pasteurianus, A. aceti y 
Ga. hansenii. Otros autores han reportado en sus trabajos la identificación de BA de 
vinagre de vino en las cuales se mencionan las especies Ga. europaeus (Sievers y col. 
1992), A.pasteurianus, Ga. xylinus, Ga. hansenii, Ga. oboediens y Ga. intermedius 
(Gullo y col. 2006; Yamada 2000), Ga. xylinus, Ga. europaeus y Ga. intermedius 
(Ilabaca y col. 2008). Una de las especies que más se ha estudiado en la producción de 
vinagre ha sido la Ga. europaeus, sin embargo hasta el momento solo ha sido 
identificada principalmente en procesos donde el grado acético es muy elevado, esto 
sucede en procesos donde se utiliza la oxigenación continua. Hay que destacar de 
nuestro trabajo que en los medios de cultivo líquido G y M se ha identificado una mayor 
diversidad de BA con respecto a los mismos medios de cultivo en sólido. Sin embargo 
el uso de los medios de cultivo líquidos no nos permitió el aislamiento de una colonia 
para estudios posteriores. Para superar las limitaciones que existen en la identificación 
de las BA en vino o vinagre, algunos autores proponen el uso de técnicas sin pasar por 
medios de cultivo. Algunos métodos que se han utilizado para esta finalidad son 
epifluorescencia, propuestos por Mesa y col. (2003), RFLP`s-TTGE por Ilabaca y col. 
(2008), real-time PCR por González y col. (2006), DGGE-PCR por DeVero y col. 
(2006). Dichas técnicas son de  gran ayuda para el estudio poblacional de los vinagres, 
sin embargo tienen la desventaja de que no se puede obtener colonias de BA con las 
cuales realizar estudios posteriores. Un paso importante posterior al aislamiento e 
identificación de las BA presentes en los vinagres, es la conservación de las cepas para 
su uso como iniciadores en la acetificación, en este paso también se presentan otros 
problemas, Sievers and Teuber (1995) mencionan  los inconvenientes por consecuencia 
del almacenamiento de las BA, donde algunos de estos problemas es la pérdida de su 
capacidad oxidativa, proceso necesario para la transformación de etanol a ácido acético 
durante el almacenamiento de las cepas en congelación o durante el replicaje de las BA 
en medios de cultivo fresco. Takemura y col. (1991) mencionan la pérdida de la  
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capacidad de oxidación de etanol debido a la inserción de secuencias en el gen ADH. 
Ante la necesidad de identificar BA que se puedan utilizar como cultivos iniciadores 
para oxidar el etanol, en nuestro trabajo hemos propuesto analizar la expresión génica 
de la ADH-PQQ con la técnica de RT-Q-PCR (reverse transcription quantitative 
polymerase chain reaction). De esta manera utilizarla como una herramienta en la 
selección de BA para la producción de cultivos iniciadores en el proceso de 
acetificación.  
Hasta el momento, la aplicación de la técnica de PCR cuantitativa en el estudio de las 
BA solo se había utilizado para cuantificar la población de manera absoluta (González y 
col. 2006; Andorrá y col. 2008; Gammon y col. 2007. En cuanto a la aplicación de la 
RT-Q-PCR, en la cuantificación denominada relativa, se utiliza por primera vez en BA. 
Acerca de la RT-Q-PCR se sabe que es una técnica muy rápida y sensible (Hugget y 
col. 2005; Bustin y col. 2005). Su uso es muy variado y se basa en el estudio de la 
amplificación por PCR de los ácidos nucléicos monitoreados a tiempo real por 
fluorescencia. Es una técnica fácil y el riesgo de contaminación es mínimo y además no 
requiere de análisis post-PCR (Whilhelm y Pingoud 2003). Hay dos tipos de 
cuantificación, la cuantificación absoluta y la relativa; en nuestro caso utilizamos la 
cuantificación relativa. Para el uso de la RT-Q- PCR  la definición de genes de 
referencia es un factor muy importante a definir en cada estudio. Algunos autores como 
Hugget y col. 2005; o Bustin y col. 2005, señalan que es necesaria la determinación de 
los genes de referencia para cada tipo de célula y condiciones en las que se estudie, ya 
que no existe un gen que en todo organismo  y en toda condición se comporte de la 
misma manera. En vista de lo anterior, es necesario comprobar cuales son los genes de 
referencia más adecuados para nuestro estudio, además de que hasta la fecha no hay 
genes de referencia descritos para el estudio de las BA. Por tal motivo fue necesaria la 
búsqueda y el estudio de genes que pudieran ser utilizados como genes de referencia. La 
variabilidad de la expresión del gen en la RT-Q-PCR se mide en Ct. La baja o nula 
variabilidad de las Ct en los diferentes puntos del estudio nos indica que la expresión 
del gen en estudio es estable y por lo tanto el gen en estudio es apto para utilizarlo como 
referente en los estudios de la cuantificación relativa en la técnica de la RT-Q-PCR 
(Bustin y col. 2005). Los genes que se estudiaron como posibles referencias fueron 
cinco, dos de ellos codifican para el rRNA y los otros tres son genes son necesarios para 
la división celular o para la transcripción del DNA. La variabilidad de estos cinco genes 
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en estudio se determinó con las Ct que mostraban  en los medios de cultivo, en el medio 
G y en el medio V50, en diferentes etapas de crecimiento de la especie A. pasteurianus. 
Se eligió esta especie ya que se presenta como mayoritaria en los estudios previos de 
nuestro trabajo. De acuerdo a la variabilidad de la Ct mostrada en la RT-Q-PCR 
elegimos a los genes ribosomales para su uso como genes de referencia debido a la 
variabilidad casi nula de las Ct en los medios de cultivo ensayados. Según nuestras 
observaciones concluimos que los genes 16S y el 23S son los genes de referencia más 
adecuados debido a la baja variabilidad que presentan en las diferentes condiciones 
presentadas para el estudio de las BA en este estudio. 
En cuanto al diseño de los cebadores utilizados para la amplificación de la PQQ-ADH, 
podemos decir que fue una tarea muy complicada, debido a que para las diferentes 
especies de BA presentes en vinagre hay pocas secuencias génicas de la PQQ-ADH que 
han sido depositadas en las diferentes bases de datos; por otra parte existe cierta 
variabilidad en la secuencia génica del gen en estudio en las especies analizadas. Para 
lograr que los cebadores pudiesen ser específicos para la ADH-PQQ y para todas las 
especies elegidas en nuestro estudio, en primer lugar se diseñaron cebadores que nos 
amplificaron un fragmento de 650bp de la subunidad uno de la PQQ-ADH. Este tamaño 
de amplificado no es apto para la utilización en la técnica de la Q-RT, puesto que se 
requiere que este fragmento sea de máximo 350bp. Las secuencias de este fragmento 
obtenidas de las especies que utilizamos en este estudio  se depositaron en la base de 
datos GenBank. Las especies secuenciadas fueron aquellas que pudimos identificar en 
los vinagres analizados inicialmente, Ga. hansenii, A. aceti, A. pasteurianus. Con base 
en las secuencias obtenidas se diseñaron cebadores aptos para la  RT-Q-PCR que 
amplifican un segmento de aproximadamente 70bp en las especies de BA utilizadas en 
este estudio. Para asegurar la especificidad de los cebadores se hizo una PCR in silico 
en la secuencia completa de la especie G. oxydans, pues es la única especie que se 
encuentra totalmente secuenciada y en la que las secuencias obtenidas se podían 
comprobar. A continuación de la especificidad in silico, se realizó una PCR in vitro con 
la cual obtuvimos un amplificado de pares de bases esperado.  
Por último, cuantificamos la eficiencia de los cebadores en las diferentes especies del 
estudio. La eficiencia mostrada por los cebadores diseñados para la amplificación de la 
ADH-PQQ y para el gene de referencia (16S) en las cuatro especies de nuestro estudio 
se encuentra dentro del marco de valores que mencionan Wilhelm y Pingoud (2003), 
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Liu y Saint (2002) y Salis y col. (2003). Estos autores recomiendan que  la eficiencia de 
los cebadores utilizados en la técnica de la RT-Q-PCR deba de ser del 100%  con un 
error de ±10-20%. Una vez que se logró validar la metodología se continuó con el 
estudio de la ADH-PQQ en las cuatro especies definidas inicialmente. Como objetivo se 
propuso relacionar la actividad génica de la ADH-PQQ con la capacidad acetificadora 
de las BA. Para alcanzar este objetivo se utilizaron dos medios de cultivo, los cuales en 
primera instancia difieren de la fuente de carbono, que es la glucosa en el medio G y el 
etanol en el medio V50. Después de analizar los resultados obtenidos en las diferentes 
etapas de crecimiento de las BA, se observó que la expresión génica de la ADH-PQQ 
determinada mediante RT-Q-PCR sí se relaciona con la capacidad acetificadora de las  
especies A. pasteurianus, A. aceti y G. oxydans. Sin embargo no podemos decir lo 
mismo en el caso de la especie  Ga. hansenii, donde la expresión génica de la ADH-
PQQ mostrada con la técnica de RT-Q-PCR no refleja su capacidad acetificadora. 
Pensamos que la clave de la eficiencia de la ADH-PQQ pueda estar en la ubiquinona la 
cual es parte de la PQQ. Esta ubiquinona es diferente en los géneros y se ha utilizado 
para la diferenciación taxonómicamente a las BA (Yamada y col. 1997).   
La aplicación de la técnica de la RT-Q-PCR en el estudio de la expresión génica de la 
ADH-PQQ nos permite conocer la evolución y la capacidad de las BA para oxidar el 
etanol a ácido acético, y además podemos relacionar esta expresión con la capacidad de 
la producción de ácido acético. La aplicación de esta técnica puede ser una herramienta 
muy útil en la selección de BA para la producción de vinagre. 
Sería muy interesante el uso de esta técnica para analizar la expresión génica de la 
ADH-PQQ en cepas o cultivos aislados directamente de vinagre y en cepas que han sido 
aisladas y que han tenido diferentes tiempos de exposición en almacenamiento o bajo 
diferentes técnicas de preservación. De esta manera se podría valorar la calidad de las 
cepas así como la eficiencia de las técnicas de almacenamiento o de preservación de las 
BA destinadas a la producción de vinagre. Del mismo modo también evaluar la 
evolución de las BA en la adaptación a las nuevas condiciones de acetificación después 
de pasar por almacenamiento a bajas temperaturas o recultivo. Al igual que Trcek 
(2005), creemos que el análisis de la ADH-PQQ en otra vía de exploración puede 
permitirnos clasificar las BA debido a la variabilidad en la secuencia génica de este gen.  
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 
• Con el uso de diluciones sucesivas en medio de cultivo líquido se logra 
identificar un mayor rango de especies de bacterias acéticas que las que se 
logran identificar en medio sólido partiendo de vinagre. 
 
• Los genes ribosomales 16S y el 23S son los más confiables para ser utilizados 
como genes endógenos en el estudio de las bacterias acéticas mediante la técnica 
de la PCR a tiempo real.  
 
• La actividad de la ADH-PQQ mediante RT-Q-PCR está relacionada con la 
capacidad acetificadora de la mayoría de las especies utilizadas en este trabajo, 
especialmente de las del género Acetobacter.   
 
• Es necesaria la validación de este método en la selección de bacterias acéticas ya 
que puede ser una herramienta muy útil para analizar la capacidad de oxidación 
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7.1  METODOLOGIA 
7.1.1. Acidez total (Grado acético) 
La acidez total se define como la totalidad de los ácidos volátiles y fijos en una 
solución. En el vinagre este valor se expresa en gramos de ácido acético por 100 ml de 
vinagre. La determinación se efectúa mediante una volumetría de neutralización en 
presencia de solución alcohólica de fenolftaleína como indicador 
Reactivos: 
• Disolución de NaOH 0,5 N 
• Solución indicadora de fenolftaleína. Se disuelven 10 g de fenolftaleína en alcohol 
etílico (95% v/v) y se enrasa a un litro con el mismo solvente. 
 
Procedimiento: 
1. 1 ml de vinagre se coloca en el erlenmeyer 
2. Diluir con 50 ml de agua destilada aproximadamente 
3. Agregar 3 gotas de la solución de fenolftaleína  
4. Agregar poco a poco el NaOH, hasta obtener un viraje de color (agitar 
constantemente la solución). 
 
Cálculos: 
Aº = v*3 
Donde: 
Aº- Grado acético 
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7.1.2. Cuantificación de  Etanol (Kit etanol Roche) número de catalogo: 
10176290035 
El etanol se oxida a acetaldehído por la  enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en 
presencia de la nicotinamina-adenina dinucleotido (NAD). La reacción se lleva a cabo 
en un medio alcalino para que la reacción se desplace hacia los productos, en ese 
momento el acetaldehído es cuantitativamente oxidado a ácido acético en presencia de 
aldehído deshidrogenasa (ALDH), produciendo NADH y H+. El NADH se determina 
por absorvancia a 340 nm. 
Reactivos: 
• Vial 1. tampón difosfato de potasio pH 9. 
• Vial 2. tabletas de NAD (4 mg), ALDH (0.8 U) 
• Vial 3. ADH en suspensión 
• Vial 4. solución control de etanol 
• Agua destilada 
• Solución B (para dos reacciones) : disolver una tableta (vial 2) con 3 ml de la 
solución del vial 1. 
 
Procedimiento: 
• Preparación de la solución de la muestra 
Dependiendo de la cantidad probable de etanol en la solución se realiza la dilución. Por 
lo general se hacen diluciones como máximo a un factor de dilución (F) de: F= 1000 
para vinos. 
• Colocar los reactivos como se muestra en la siguiente tabla. 
Agregar  por cubeta (capacidad 1,5ml) blanco muestra 
Solución B 
Agua 







Mezclar la solución y leer la absorvancia de la solución en 3min. (A1) 
Vial 3 0.025 0.025 
Mezclar la solución y leer la absorvancia en 10 min (A2) 
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Observaciones: 
 Las cubetas deben ser cubiertas en todo momento con papel parafilm para evitar 
la evaporación del etanol. 
Cálculos: 
∆A = (A2 - A1) muestra - (A2 - A1) blanco 
C (concentración en g etanol / l solución) = (0.7256 / 6.3)* ∆A*F 
c (contenido de etanol (% v/v)) = C/(10*0.78924) 
 
7.1.3. Formulaciones de medios de cultivo para 1000ml 
  
Medio M  
Glucosa 10 g   
Extracto de 
Levadura 
10 g  
Ácido acético 50 ml  






Etanol 30 ml 
Ac. Acético 2.5 ml 
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Glucosa 10 g 
Etanol 30 ml 
C2H4O2 2.5 ml 
 
 Glucosa  










K2HPO4 0,5 g 
MgSO4.H2O 0,5 g 
CH3O2Na 1 g 
MnSO4 0,2 g 
FeSO4 0,01 g 
Cloruro de calcio 0,1 g 
pH 4,5  
Etanol 60 ml 
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7.1.4. Rompimiento celular con Nitrógeno líquido. 
Las células se rompen por choque térmico haciendo uso de Nitrógeno (N) líquido 
intercalando con agua caliente. 
Reactivos: 
• Nitrógeno líquido 
• agua 
 
Rotura de células en crecimiento en cultivo líquido 
Procedimiento: 
En la etapa de crecimiento exponencial  
• 5 ml de de cultivo líquido en etapa de crecimiento exponencial 
• Centrifugar a 8000 rpm durante 5 min. 
• Resuspender el pellet  en 1000 µl de la solución TE.  
• Someter a la combinación de N líquido y agua caliente.  
 
Rompimiento en crecimiento en cultivo sólido 
• Colocar una colonia dentro de un tubo ependorff  
• Resuspender con 10 µl de la solución TE 
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El tratamiento número 4 de la tabla siguiente es el que mostró mejores resultados.  
 
Prueba no. Descripción Tiempo 
1 
agua 70ºC 2 min
N (l) 30 sec
agua 70ºC 2 min
N (l)  30 sec 
2 
agua 70ºC 2 min
N (l) 30 sec
agua 70ºC 1 min 
3 
N (l) 30 sec
agua 80ºC 3 min
N (l) 1 min
agua  100ºC 3 min 
4 N (l) 30 secagua  100ºC 3min 
 
 
7.1.5. Extracción de DNA (Modificado de Rademaker y Debruijn 1996) 
En la digestión de las células con la proteinasa K y extracción por fenolización. Para 
conseguir la máxima integridad del genoma se parte de pellet fresco, (alternativamente  
se puede utilizar pellet de células congeladas a -80ºC)  
Reactivos: 
• RB (0,15 M NaCl; 0,01 M EDTA) pH 8 
• GES (60 g guanidin thiocyanate; 0,1 M EDTA pH8; 20 ml H2O estéril; 
calentar hasta 65°C; enfriar; 1gr N-lauryl sarkosine; enrasar a 100 ml con 
H2O estéril). 
• Acetato de Amonio 7.5M 
• Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) 
• Isopropanol 
• etanol 70% 
• TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA) pH8; esterilizar 
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Procedimiento: 
1. Centrifugar 10 min a 8000 rpm 
2. Tirar sobrenadante 
3. Resuspender el pellet en 1000 µl RB 
4. Centrifugar 10 min a 8000 rpm 
5. Tirar sobrenadantes 
6. Resuspender el pellet en 500 µl GES y mezclar vigorosamente  
7. Incubar 5 min en hielo  
8. Agregar 250 µl de acetato de amonio  (7.5 M, frio), mezclar muy bien. 
9. Incubar 5 min en hielo  
10. Agregar 500 µl Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), agitar 
vigorosamente hasta que la solución sea homogénea  
11. Centrifugar 5 min a 10000 rpm  
12. Remover cuidadosamente 700 µl de la fase superior y colocarla en tubo 
nuevo 
13. Agregar 370 µl de iso-propanol frio 
14. Agitar el tubo 10 sec. 
15. Centrifugar 10 min a 8000 rpm 
16. Tirar el sobrenadante 
17. Agregar 150 µl de etanol al 70 %  sin mezclar 
18. Centrifugar 10 min a 10000 rpm y remover con la micropipeta el líquido 
sin tocar el fondo del tubo  
19. Secar el DNA y re disolver con 200 µl de TE  
20. Para determinar la concentración de DNA usar el espectrofotómetro a 
260 nm (1 OD260 = 50 g / ml)  
 
  
7.1.6. PCR del gen rRNA del 16S (Ruiz y col. 2000)  
Esta técnica se utiliza para la identificación de las bacterias acéticas a nivel de especie, 
donde se amplifica la región del gen rRNA del 16S, seguida de una digestión con 
enzimas de restricción (RFLP´s), los amplicones son separados en un gel de agarosa. 
Los patrones obtenidos se comparan con patrones de referencias. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL COMO INDICADOR DE LA RECUPERACIÓN 
DE CEPAS PARA LA ELABORACIÓN DE VINAGRES 
Yunuen Quintero Silva 
ISBN:978-84-693-5419-3/DL:T-1405-2010 
 
Reactivos y procesimiento: 
Reactivo 1X 
H2O 30,2 µl 
Buffer 10X 5 µl 
Primer F (15pmol) 1 µl 
Primer R (15pmol) 1 µl 
MgCl2 (3mM) 1 µl 
BSA (20mg/ml) 0,4 µl 
DMSO 5 µl 
dNTP’s (200µM) 1 µl 
Taq polimerasa (2,8U) 0.4 µl 
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7.1.7. RFLP´s (digestión del amplificado del gen rRNA del 16S) 
Reactivos: 
• Agua destilada 
• Tampón de la enzima B 
• Enzima de restricción Taq I (Boehringer) 
 
Procedimiento: 
• 10 µl de la amplificación de la PCR 16S 
• 10 µl mix (7 µl de agua, 2 µl de tampón, 1 µl de Enzima ) 
• Incubar a baño maría a 65°C durante 3 horas 
• Para visualizar las bandas del amplificado, usar gel de agarosa al 3% 
 
7.1.8. Extracción de RNA (kit High Pure Isolation) Roche número de catálogo: 
11828665001 
 Para extraer el RNA total se ha utilizado un kit de la  casa Roche. El cual se basa 
en la utilización de columnas de afinidad en lugar de substancias potencialmente tóxicas 
como el fenol y el cloroformo, y que además supone un ahorro importante de tiempo, ya 
que nos permite procesar un buen número de muestras. La calidad y pureza del RNA 
obtenido es suficiente para utilizarlo en la RT-PCR. 
1. Las células se lisan con el buffer (lisis / binding buffer), al mismo tiempo 
las RNasas son inactivadas 
2. Los ácidos nucléicos son retenidos en la fibra de vidrio que se encuentra 
en el tubo de filtración. 
3. El DNA residual es digerido con la DNasa I 
4. los ácidos nucléicos son lavados con un buffer especial para eliminar 
contaminantes que puedan interferir en la RT-PCR 
5. Un lavado para eliminar las sales, proteínas y otras impurezas 
6. El último lavado es para extraer el RNA de la fibra de vidrio. 
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Observaciones: Todo el material utilizado debe ser libre de RNasas y usar siempre 
guantes., almacenar a -80°C. 
Reactivos: 
• Tris 10 mM pH 8.8 
• Lisozyma (50 mg / ml) 
• Baño maría a 37°C 
Soluciones del kit: 
• Solución de lisis (tapa verde).  
• DNase I liofilizada (resuspender en 0.55 ml del vial 6). 
• tampón de la DNasa (tapa blanca)  
• tampón de lavado I (tapa negra)  
• tampón de lavado II (tapa azul)  
• tampón de elución 
Procedimiento: 
Recolectar 1ml de muestra (108 células totales) 
1. centrifugar 10 min a 10000 rpm 
2. tirar sobrenadante 
3. resuspender el pellet en 200 µl de Tris 10 mM pH 8.8 
4. agregar 5 µl de lysozyma (50 mg / ml) 
5. incubar 10 min a 37ºC 
6. agregar  y mezclar con la micropipeta 400 µl de solución de lisis (tapa verde) 
7. ésta solución colocarla en el tubo con filtro 
8. centrifugar 15 sec a 10000 rpm 
9. tirar el liquido del tubo 
10. agregar 90 µl de DNAasa incubación buffer (tapa blanca) 
11. agregar 10 µl de DNAasa I  
12. incubar por 30 min a temperatura ambiente (15-25ºC) 
13. agregar 500 µl de tampón de lavado I (tapa negra) 
14. centrifugar 15 sec 10000rpm 
15. tirar el liquido del tubo 
16. agregar 500 µl de tampón de lavado II (tapa azul)  
17. centrifugar 15 sec 10000rpm 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO DEL ETANOL COMO INDICADOR DE LA RECUPERACIÓN 
DE CEPAS PARA LA ELABORACIÓN DE VINAGRES 
Yunuen Quintero Silva 
ISBN:978-84-693-5419-3/DL:T-1405-2010 
18. tirar el liquido del tubo 
19. agregar 200 µl de tampón de lavado II (tapa azul) 
20. centrifugar 30 sec 10000 rpm 
21. centrifugar 2 min a 10000 rpm 
22. tirar sobrenadante 
23. volver a repetir desde el paso 10 hasta el paso 22 y al finalizar hacer el paso 24, 
sólo dejando actuar la RNAasa 20 min 
24. tirar el tubo 
25. colocar el filtro en un tubo ependorff 
26. agregar 50 µl de elution buffer tapa incolora 
27. centrifugar 1 min 10000 rpm 
 
Para cuantificar el RNA hacer una dilución del RNA en agua DEPC con un factor de 
dilución (F) de 20 y leer directamente en el espectrofotómetro. 
Almacenar en -80ºC 
Se recomienda hacer gel de calidad 1% agarosa,  para comprobar la calidad de RNA. 
 
 
7.1.9. Síntesis de cDNA (RT)  Kit  Taq Man Reverse Transcription Reagents de AB 
En esta técnica de RT o transcripción inversa se transforma un mRNA hasta una cDNA 
de doble cadena. En el kit que se está utilizando se lleva a cabo la transcripción inversa 
inicial a partir de RNA mensajero utilizando random hexámero como “primer 
antisense”, posteriormente se elimina el RNA molde y se obtiene el cDNA de doble 
cadena, toda esta reacción se lleva a cabo en un tubo donde se añaden todos los 
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Reactivos: 
• Taq Man RT buffer 10X 
• MgCl2 25 mM 
• dNTP`s 
• Random Hexámero 
• inhibidor RNAasa 
• Transcriptasa mult R Taq 
• RNA 
• agua DEPC 
 
Procedimiento: 
 La trascripción inversa se lleva a cabo en el GeneAmp PCR System 2700 de AB, 
usando el método descrito en GeneAmp5700 Sequence Detection System user`s 
manual. Utilizando el Kit  Taq Man Reverse Transcription Reagents de Applied 
Biosystems Roche. 
Recuerda:  
Hacer el control negativo (NTC), en el cual se utiliza el mismo mix sin Transcripatasa 
inversa.   
Utilizar guantes y material y agua  libre de RNAasa (DEPC) 
Reactivo 1X (20µl) 
Taq Man RT buffer 10X 2 µl 
MgCl2 25 mM 4,4 µl 
dNTP`s 4  µl 
Random Hexámero 1 µl 
inhibidor RNAasa 0,4 µl 
Transcriptasa mult R Taq 0,5 µl 
RNA 6 µl (300 ng) 
H2O DEPC estéril 1,7 µl (aforar a 20 µl) 
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Se incuba 10min a temperatura ambiente, 30min a 48ºC para la trascripción y 5min a 





Diluir la muestra en H2O destilada estéril hasta 2 ng/µl de RNA 
 
 
7.9.10. PCR cuantitativa (16S y ADH) 
 La RT seguida de de la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-Q-PCR) es un 
método seguro y de  alta sensibilidad que nos permite a cuantificar y conocer la 
expresión de los genes  (Gibson, Heid and Williams, 1996).  El aparato de la PCR 
cuantitativa detecta señales fluorescentes continuamente a lo largo de los 40 ciclos de la 
PCR, la fluorescencia es emitida por la unión de la taq man 2X que se une cuando se 
lleva a cabo la amplificación del segmento que ha sido iniciado por los primer o 
iniciadores. Entre más copias de un gen existan en una misma cantidad de cDNA más 
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Reactivos y Procedimiento 
Reactivo 1X 
Taq Man 2X 12,5 µl 
H2O 5,5 µl 
ADH1 (10 µM) 1 µl 
ADH 2 (10 µM) 1 µl 
DNA (2 ng / µl) 5 µl 
 
Condiciones: 









∆Ct = Ct control interno – Ct gen de interés 
∆∆Ct = ∆Ct muestra – ∆Ct calibrador 
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7.1.11. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados para la PCR cuantitativa se han diseñado para que 
presenten características de Tm parecida o igual para poder lleva a cabo las 
amplificaciones en las mismas condiciones. Los primers han sido diseñados con el 
programa. Primer Express version 2.0; el resto de oligonucleótidos están descritos 
anteriormente. 
 
Tabla. Secuencia oligonucleótidos utilizados en las diferentes técnicas de PCR 
Oligonucleótido Secuencia Técnica en la que se 
utiliza 
Aceti I 5'-GCTGGCGGCATGCTTAACACA-3' PCR 16S 
Aceti IV 5'-GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-3' PCR16S 
16F 5'-GCACAAGCGGTGGAGCAT-3' PCR cuantitativa 
16R 5'-TGCAAGCCCTGGTAAGGTTCT-3' PCR cuantitativa 
ADH1(F) 5'-CGGTGAATATGTCTGGCACTTC-3' PCR cuantitativa/ 
secuenciación 
ADH2(R) 5'-ATCTGCTGAACCGAGGTGTAAT-3' PCR cuantitativa 
ADH3(R) 5'-GTGGCGTCATACGCATGGAATTC-3' PCR secuenciación 
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7.2. Publicación enoRIGEN 
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expression of reference and alcohol dehydrogenase genes of some acetic acid bacteria in 
different growth conditions. J Appl Microbiol 106:1364-5072 (doi:10.1111/j.1365-
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Nota: Este artículo comprende el apartado 4.2 de este libro. 
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